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BMP   - bone morphogenetic protein = Knochenmorphogenesefaktor 
bp  - Basenpaare 
BRCA  -  breast cancer gene  
CTGF   - connective tissue growth factor - Wachstumsfaktor 
cDNA   -  complementary DNA  
dATP  - Desoxyadenosintriphosphat 
dCTP  - Desoxycytosintriphosphat 
dGTP  - Desoxyguanidintriphophat 
DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium zur Zellkultivierung 
DNA  -   desoxyribo nucleic acid = Desoxyribonukleinsäure (DNS) 
dNTP  - Desoxynukleosidtriphosphat 
DTT  -  Dithiotreitol 
dTTP  - Desoxythymidintriphosphat 
EGF  - epidermal growth factor - Wachstumsfaktor 
EDTA  - ethylene diamine tetraacetic acid = Äthylendiamintetraessigsäure 
FCS  - fetal calf serum = fötales Kälberserum 
FGF   - fibroblast growth factor - Wachstumsfaktor 
GAPDH  -  Glyzerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase  
kDa  - Kilo-Dalton 
MMP  - Matrix MetalloProteinase 
mRNA - messenger RNA  
NIH 3 T 3 - Maus-Fibroblasten-Zelllinie 
PAI-1  - Plasminogenaktivator-Inhibitor 
PBS  - Phosphate Buffered Saline  
PCR  - polymerase chain reaction = Polymerasekettenreaktion 
PVDF  - Polyvinylidenfluorid - Membran 
RB 1  - Retinoblastomgen 1 
rhBMP - rekombinantes humanes BMP 
RNA  - ribonucleic acid = Ribonukleinsäure (RNS) 
 
RPMI  - Roswell Park Memorial Institute – Medium zur Zellkultivierung 
RT  - Reverse Transkriptase 
SF  - serumfrei 
SMAD            - homologes Gen zu Mad (Drosophila) und Sma (Caenorhabditis 
elegans) in Vertebraten 
TGF  - transforming growth factor - Wachstumsfaktor 
TIMP  - tissue inhibitor of metalloproteinases  
TNM  - Klassifikation zur Stadieneinteilung maligner Tumoren 
uPA  -  Plasminogenaktivator vom Urokinasetyp 
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Ziel dieser Arbeit war es, die Funktion des Knochenmorphogenesefaktors BMP-2 
hinsichtlich der Invasion und Migration von Mammakarzinomzellen als 
molekularbiologisches Äquivalent der klinischen Tumorprogression bzw. 
Metastasierung zu erforschen.  
Anhand von in-vitro Transwell- und Boyden-Chamber-Assays konnte eine erhöhte 
Migrationsfähigkeit und Invasivität der Brustkrebszelllinien BT-20, BT-474, T-47-D 
und MCF-7 unter Einfluß von exogen zugeführtem, rekombinantem BMP-2 gezeigt 
werden. Die Ausnahme machte SK-BR-3, weshalb diese Zelllinie und die Hypothese 
eines antagonistisch zu BMP-2 wirkenden Faktors, eventuell BMP-3, Bestandteil 
weiterführender Untersuchungen in unserem Labor sind. 
Funktioneller Hintergrund der gesteigerten Aggressivität von Tumorzellen ist u.a. ein 
verändertes Gleichgewicht zwischen Proteasen und Proteaseinhibitoren in der 
Extrazellularmatrix. Wir konnten mit dem Proteasen-cDNA-Microarray Hinweise 
darauf finden, dass auch BMP-2 über eine Dysregulation der Genexpression von 
verschiedenen Proteasen wirkt. Die Inkubation der Mammakarzinomzelllinie MCF-7 
mit BMP-2 zeigte eine Herunterregulation von Cathepsin B, D, H und K, Caspase 7 und 
Integrin ß 5 und eine Hochregulation von Integrin ß 4. Die korrespondierenden 
Proteaseinhibitoren Cystatin A und C fanden wir nicht verändert.  
Um eine unabhängige Bestätigung dieser Ergebnisse zu erhalten, wurden die MCF-7 
Zellen wieder mit BMP-2 behandelt und die Expression der oben genannten Gene 
wurde durch semi-quantitative PCR untersucht. Dabei fanden wir reproduzierbare 
Regulationen der Genexpression für Cathepsin D, H und K sowie für Integrin ß 4.  
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Mammakarzinomzellen unter Einfluß von 
BMP-2 unter anderem wahrscheinlich durch Dysregulation einiger Proteasen stärker 
migrieren und invasiver sind. Bevor diese Veränderungen jedoch für diagnostische, 
prognostische oder therapeutische Zwecke genutzt werden können, müssen weitere 
Untersuchungen der Genexpression, Aktivität und Funktion der einzelnen Faktoren 













Mammakarzinome stellen die häufigste maligne Erkrankung der Frau dar und sind in 
der Altersgruppe der 35- bis 55-jährigen Frauen (westliche Welt) die häufigste 
Todesursache. 
Etwa jede 10. Frau wird im Laufe ihres Lebens ein Mammakarzinom entwickeln. Die 
Inzidenz dieser Erkrankung hat in den letzten 40 Jahren stetig zugenommen (ca. 4% pro 
Jahr in den 1980ern). Jedoch haben sich die Inzidenzraten für Brustkrebs bei Frauen in 
den 1990ern eingependelt auf etwa 110 Neuerkrankungen pro 100.000 Frauen pro Jahr. 
Einige Experten glauben, daß die frühere graduelle Steigerung der Inzidenz durch den 
häufigeren und systematischeren Einsatz  der Mammographie als Screeningmethode 
und die lead-time bias assoziiert mit der früheren Diagnose erklärt werden kann (Parker 
et Tomaselli, 1996; Parkin et al., 1999). 
Die Wahrscheinlichkeit an Brustkrebs zu erkranken nimmt mit steigendem Alter zu. Es 
sind aber auch zunehmend junge Frauen betroffen. 
Die Mortalitätsrate war im Grunde genommen stabil von 1950 bis 1989. Ein 
signifikanter Rückgang der Mortalitätsraten konnte erst in den 1990ern verzeichnet 
werden, mit der größten Abnahme bei jungen Frauen (Wingo et al., 1998; Wingo et al., 








Die Ätiologie des Mammakarzinoms ist unbekannt. Allerdings gibt es diverse 
Risikofaktoren, die bei der Entstehung eine Rolle spielen. Die auffälligsten dieser 
Faktoren sind Geschlecht und Alter. 
Brustkrebs ist 100 bis 200 mal häufiger bei Frauen als bei Männern. Ein Verhältnis, das 
auf der ganzen Welt ziemlich konstant ist.  
Es ist offensichtlich, daß die Inzidenz von Brustkrebs im Alter dramatisch ansteigt. Sie 
reicht von unter 10 Fällen pro 100.000 Frauen im Alter von 20 bis 30 Jahren bis zu über 
300 Fällen pro 100.000 Frauen über 60 Jahre (Colditz et al., 1993; Henderson, 1993). 
Der Mittelwert des Alters bei Diagnosestellung beträgt in Deutschland 64 Jahre.  
Weitere Risikofaktoren sind: 
• Sozioökonomische Klasse: Es besteht ein häufigeres Vorkommen in höheren 
sozialen Klassen und bei höherem Bildungsstatus.  
• Ethnische Gruppe: Asiatisch-pazifische Gruppen haben eine niedrige Inzidenz, 
nordeuropäische Gruppen die höchste Inzidenz für Brustkrebs.  
• Familiärer Hintergrund / Genetik: Etwa 12% der Frauen mit Brustkrebs haben ein 
oder mehr Verwandte ersten Grades mit Brustkrebs (Familial Breast Cancer, 2001). 
Ca. 4 bis 9% haben hereditäre Karzinome (Lynch und Lynch, 1986; Newman et al., 
1988). Dabei werden vererbte Mutationen besonders der Gene BRCA-1 und BRCA-
2 mit der familiären Häufung von Mamma- und Ovarialkarzinomen in Verbindung 
gebracht.  
• Endokrine und reproduktive Risikofaktoren: Viele Studien deuten auf einen 
Zusammenhang zwischen dem weiblichen Hormon Östrogen und der Entstehung 
von Brustkrebs hin. Zum Beispiel reduziert die operative Entfernung der Ovarien 
dramatisch das Brustkrebsrisiko (MacMahon et al., 1973). Frühe Menarche sowie 
späte Menopause erhöhen das Risiko (Henderson et al., 1985). Auch hohes Alter bei 
ausgetragener Erstschwangerschaft sowie Nulliparität sind risikosteigernd 
(MacMahon et al., 1973). Weniger anerkannt sind Risikofaktoren wie Anzahl der 
Schwangerschaften, Laktation und spontane oder induzierte Aborte (Kelsey und 




• Exogene Hormone: Eine länger als fünf  Jahre andauernde Hormonsubstitution führt 
zu einem moderaten Anstieg des Mammakarzinomrisikos. Das Risiko scheint mit 
zunehmender Einnahmedauer anzusteigen, ist wohl dosisabhängig und sinkt nach 
dem Absetzen der Hormone wieder ab (Breast Cancer and Hormone Replacement 
Therapy, 1997). 
• Ernährung: Fleisch- und fettreiche Ernährung sollen die Karzinogenese fördern. 
Postmenopausales Übergewicht ist ebenfalls ein Risikofaktor. Auch Alkoholkonsum 
erhöht das Brustkrebsrisiko (Hiatt und Bawol, 1984). 
• Ionisierende Strahlen: Strahlenexposition ist ein bekannter Risikofaktor der 
Krebsentstehung (MacMahon et al., 1973; Land, 1995). Darunter fallen allerdings 
nicht die diagnostischen Röntgenprozeduren (Boice Jr et al., 1995). Aber die 
Inzidenz von Brustkrebs ist zum Beispiel nach erhaltener Radiotherapie mit der 
Manteltechnik bei Morbus Hodgkin erhöht (Bhatia et al., 1996; Goss und Sierra, 
1998). 
Außerdem gibt es weitere Faktoren, die das Brustkrebsrisiko erhöhen (Hulka und Stark, 




Die Brustdrüse der geschlechtsreifen Frau besteht aus tubulären verzweigten 
Einzeldrüsen, die in ein fibröses Stroma eingebettet sind und den Fettgewebskörper 
septenartig unterteilen.  
Brustwachstum und -entwicklung unterliegen der Kontrolle vieler Hormone und 
Wachstumsfaktoren. Zu diesen Hormonen gehören Östrogene, Progesterone, 
Androgene, Glukokortikoide, Prolaktin, Schilddrüsenhormone, Insulin, IGF-1 und IGF-
2, FGF, EGF und TGF-α (Dickson und Lippman, 1988). Die Effekte werden durch 
spezifische Rezeptorbindung getriggert, was eine Kaskade von intrazellulären 
biochemischen Signalen in Gang setzt und die Aktivierung bzw. Repression 
verschiedenster Gene zur Folge hat.  
Da normales Brustgewebe durch diese Hormone und ihre Rezeptoren reguliert wird, ist 




ebenfalls diese Rezeptoren ausbilden und eine gewisse hormonelle Abhängigkeit 
besitzen. Genetische Aberrationen u.a. der Signalwege von Wachstumsfaktoren sind mit 
einer Reihe von Entwicklungsabnormitäten und chronischen Krankheiten, darunter auch 




Die fundamentale Abnormität der Entwicklung von Krebs ist die kontinuierliche 
unregulierte Proliferation von Tumorzellen. Ein entscheidender Unterschied zwischen 
normalen und Tumorzellen ist dabei die fehlende Kontaktinhibition. Andere 
Charakteristiken von Tumorzellen sind defekte Differenzierung sowie der Verlust der 
Fähigkeit zur Apoptose, dem programmierten Zelltod.  
Auf zellulärer Ebene wird die Entstehung von Tumoren als mehrschrittiger Prozess 
angesehen, der Mutation und Selektion von Zellen mit ansteigender Kapazität für 
Proliferation, Überleben, Invasion und Metastasierung involviert.  
Invasion und Metastasierung sind die heimtückischsten und lebensbedrohlichsten 
Aspekte von Krebs (Liotta und Stetler-Stevenson, 1991; Duffy, 1992; Kohn und Liotta, 
1995).  
Am Anfang steht dabei die Tumorzellmigration, d.h. die Bewegung von Zellen im 
Organismus, die notwendig für die Initiation der metastatischen Kaskade ist. Die Zellen 
verlassen den Ursprungsort und bekommen Zugang zum Blutkreislauf. Um die 
Vorwärtsbewegung zu erreichen, koppeln die Zellen lokale Proteolyse mit koordinierter 
und zeitlich limitierter Adhäsion und Deadhäsion. Dabei reagieren Tumorzellen auf eine 
Reihe von Agentien, einschließlich der Motilitäts- und Wachstumsfaktoren der 
Wirtszelle, Komponenten aus der extrazellulären Matrix und Faktoren, welche die 
Tumorzellen selbst produzieren (Liotta et al., 1986; Aznavoorian et al., 1990; Rong et 
al., 1994). Neben Wachstum und Motilität fördern diese Faktoren auch die 
Angiogenese, d.h. die Bildung von neuen Blutgefäßen, was sowohl Tumorwachstum als 
auch Metastasierung unterstützt. Weiterhin sezernieren maligne Zellen generell 
Proteasen, die extrazelluläre Matrixkomponenten verdauen und die Invasion in 




Das metastatische Potential ist also beeinflusst durch die lokale Mikroumwelt, die 
Angiogenese, Stroma-Tumor-Wechselwirkungen und die Elaboration von Zytokinen 
durch das lokale Gewebe bzw. noch signifikanter durch seinen molekularen Phänotyp, 
welcher eine Kulmination von genetischen Veränderungen darstellt.  
Solche zellulären Transformationen treten durch die Aktivierung von Onkogenen, 
Verlust oder Mutation von Tumorsuppressorgenen oder beidem auf (Bishop, 1985; 
Bishop, 1991).  
Die physiologische Rolle der Onkogene ist in der Wachstumsregulation von normalen 
Zellen zu finden. Veränderungen der Onkogene sind assoziiert mit der Initiation, 
Promotion, und / oder Erhaltung von Tumoren. Produkte von Onkogenen sind häufig 
Wachstumsfaktoren oder Wachstumsfaktorrezeptoren. Onkogene, die in 
Brustkrebsgewebe exprimiert werden, sind z.B. Mitglieder der myc und ras Familie, int-
2 und Mitglieder der EGF-Rezeptorfamilie, einschließlich HER2, HER3 und HER4. 
Überexpression von Wachstumsfaktorrezeptoren führt häufig zur konsekutiven 
Aktivierung dieser Rezeptoren. So werden kontinuierlich Wachstumssignale ins 
Zellinnere geleitet, was die Aktivierung von multiplen intrazellulären Signalwegen und 
unreguliertes Zellwachstum zur Folge hat.   
Tumorsuppressorgene spielen eine Rolle bei der Karzinogenese durch Verlust der 
normalen „Suppressor“-Funktion durch Mutationen oder Deletion. Veränderungen im 
Retinoblastomgen (RB1) und dem humanen P53 wurden beim Mammakarzinom 
identifiziert. Auch die zwei Gene, die mit hereditärem Brustkrebs assoziiert sind, 
BRCA1 und BRCA2, sind unter normalen Bedingungen Tumorsuppressorgene. Die 
Funktion der Proteinprodukte dieser Gene besteht in der Kontrolle der Zellproliferation 
(RB1 und P53) oder der DNA-Reparatur (P53, BRCA1, BRCA2). Mutationen führen 
dann zu dysreguliertem Zellzyklus und letztendlich Krebs. 
 
Zusammenfassend läßt sich sagen, daß sich das Mammakarzinom also mehrphasisch 
über verschiedene zelluläre Zwischenstufen und biologische Stadien und vermutlich 





2.1.6 Histologie  
 
Histologisch unterscheidet man duktale und lobuläre Karzinome. 85 - 90% der 
Mammakarzinome gehen vom Epithel der Ductus oder der terminalen Ductuli aus. 10 - 
15% entwickeln sich aus dem Epithel der Lobuli .  
Man differenziert zwischen  invasiven (95% der Fälle) und nichtinvasiven (ca. 5% der 
Fälle) Karzinomen. 
Weiterhin unterscheidet man drei verschiedene Malignitätsgrade je nach histologischer 
Differenzierung, Kernpleomorphie und Mitosenzahl. 
 
2.1.7 Klinik  
 
Das Mammakarzinom findet sich am häufigsten im oberen äußeren Quadranten der 
Brust (55%). 
Die Metastasierung, d.h. die Absiedlung von Zellen oder Zellverbänden in primär nicht 
erkrankte Körperregionen, kann bereits früh erfolgen, je nach histomorphologischer und 
biologischer Charakteristik des Karzinoms. Sie erfolgt zunächst in die regionalen 
Lymphknoten, dann hämatogen. Bevorzugte Organe der hämatogenen Metastasierung 
sind Skelettsystem, Pleura, Lunge, Leber und Gehirn. 
Die Diagnostik erstreckt sich von Anamnese und klinischer Untersuchung über 
Ultraschall und Mammographie bis hin zur Zytologie. 
Für die Therapieentscheidung wegweisend ist die Stadieneinteilung des 
Mammakarzinoms. Diese erfolgt nach dem TNM-System, das im folgenden kurz 





Tis in situ  N1 Beweglich axillär 
T1 < 2 cm  N2a Fixiert axillär 
 T1mic < 0,1 cm  N2b  A. mammaria interna  
 T1a > 0,1 - 0,5 cm  N3a Infraklavikulär 
 T1b > 0,5 - 1 cm  N3b Axillär u. A. mamm. int. 
 T1c > 1 - 2 cm  N3c Supraklavikulär 
T2 > 2 - 5 cm    
T3 > 5 cm    
T4 Brustwand / Haut  M0 Keine Fernmetastasen 
 T4a Brustwand  M1 Fernmetastasen 
 T4b Hautödem, 
Ulzeration, 
Satellitenknötchen 
   
 T4c 4a und 4b    
 T4d Entzündliches 
Karzinom 
 Tab.1: TNM-Klassifikation des Mamma-
karzinoms.  





Die Therapierichtlinien empfehlen bei Abwesenheit von Fernmetastasen (M0) eine 
definitive Primäroperation. Diese wird als brusterhaltende Therapie durchgeführt. Nur 
bei Kontraindikationen, wie z.B. zu kleine Brust oder ungünstiger Sitz des Tumors, 
erfolgt heute noch eine Mastektomie. Außerdem gehört die Lymphonodektomie bei 
beiden chirurgischen Techniken obligat zum diagnostischen und therapeutischen 
Konzept.  
Je nach Risikoeinstufung erfolgt dann eine adjuvante Therapie. Dabei unterscheidet 





Beim metastasierten Mammakarzinom steht die palliative Therapie im Vordergrund, die 
sich ebenfalls operativer, radiologischer und hormon- bzw. chemotherapeutischer Mittel 
bedient.  
Nach erfolgreicher Primärtherapie setzt unmittelbar die Nachsorge der Patientinnen ein, 






Der Name bone morphogenetic protein (BMP) beschreibt eine Gruppe von Proteinen, 
die ursprünglich durch ihre Knochen und Knorpel induzierende Aktivität außerhalb des  
skeletalen Bereichs definiert wurden (Urist, 1965). 
Die Klonierung der cDNA zeigte, daß die BMPs Mitglieder der TGF-ß-Superfamilie 
sind (Wozney et al., 1988). Die TGF-ß-Superfamilie ist eine Gruppe multifunktionaler 
Zytokine, die eine wichtige Rolle bei der embryonalen Entwicklung und der Kontrolle 
von Differenzierung und Proliferation spielen. 
Die Subfamilie der BMPs besteht aus ca. 30 verschiedenen Mitgliedern (Ducy und 
Karsenty, 2000), welche an der Regulation der verschiedensten biologischen Prozesse, 
wie z.B. Proliferation, Differenzierung, Apoptose, Morphogenese und 
Embryonalentwicklung beteiligt sind. 
 
2.2.2 Struktur  
 
Der Aufbau der Proteine der TGF-ß-Superfamilie ist bei allen Mitgliedern sehr ähnlich. 
Sie werden als Präpropeptide synthetisiert, die ungefähr drei Mal so lang sind wie die 
mature Domäne (Jones et al., 1994). Jedes Protein besitzt eine N-terminale 
Signalsequenz, mit deren Hilfe es an die Zelloberfläche gelangt. Dort verbleibt es in der 




am Carboxy-terminalen Ende. Solange die Prodomäne nicht abgespalten ist, ist diese 
noch inaktiv. Erst durch die proteolytische Abspaltung der Prodomäne werden die 
Proteine aktiv (Hogan, 1996). Das Hauptstrukturmerkmal der TGF-ß-Proteine ist ein 




Abb.1: Struktur der Proteine der TGF-ß-Superfamilie.  
N: N-terminales Ende. C: C-terminales Ende. G: N-Glykolsyl-Rest. 
 
Im folgenden werde ich mich auf die Beschreibung von BMP-2 beschränken. 
BMP-2 ist  ein Glykoprotein, welches als Propeptid synthetisiert wird und nach 
Glykosylierung, proteolytischer Spaltung und Dimerisierung seine mature, homodimere 
Form erlangt.   
Wie zu erwarten, hat BMP-2 die gleiche Falttopologie wie die TGF-ß-Superfamilie. Die 
typischen Kennzeichen dieser Proteine sind zwei separate antiparallele ß-Faltblätter, 
von denen das zweite eine gedrehte und überkreuzte Konformation übernimmt, und eine 
vierfach gedrehte α-Helix, welche ungefähr senkrecht zu den ß-Strängen verläuft. Die 
gesamte Form der Faltstruktur wurde beschrieben als eine Hand (Daopin et al., 1992), 
bei der die Helix das Gelenk, der Zystinkern die Handfläche und die ß-Faltblätter die 
Finger darstellen (Abb.2). 
Es gibt aber auch klare Unterschiede in einigen strukturellen Elementen zwischen den 
TGF-ßs und den BMPs. Zum Beispiel ist der N-Terminus von BMP-2 wegen der 
Unordnung in der Elektronendichte nicht sichtbar. Außerdem enthält BMP-2 nicht die 
kurze α2-Helix, die in TGF-ßs nach dem zweiten ß-Strang beobachtet werden kann. 
Dies ist bedingt durch eine Aminosäurendeletion, welche in einer engeren non-α-
helikalen Drehung resultiert (Scheufler et al., 1999). 
 
Signalpeptid Vorläuferprotein reifes Protein 
Ν Ν Ν 












        Abb. 2:  Struktur von BMP-2 
         (Scheufler et al., 1999) 
 
Wie oben beschrieben ist natives BMP-2 ein Homodimer, dessen Untereinheiten in 
einer doppelt gefalteten Achse verbunden sind. Da die Monomere nicht in einer geraden 
Linie angeordnet sind, sondern in einem Winkel von etwa 40°, verursacht die 
Dimerisierung eine konvexe und eine konkave Seite des Moleküls. Das schafft eine 
Kernregion aus Zystinknoten und ß-Faltblättern, die, gehalten durch hydrophobe 
Wechselwirkungen und Wasserstoffbrückenbindungen, einen eher hydrophilen 
Charakter hat. Die lösungszugängliche Oberfläche von BMP-2 legt daher große 
hydrophobe Areale frei. Dadurch wird auch klar, warum BMP-2 so ungewöhnliche 
Lösungseigenschaften hat und zu Aggregation tendiert (Ruppert et al., 1996). 
Während BMP-2 in den meisten Fällen als Homodimer biologisch aktiv ist, werden 
zunehmend Heterodimere in der Literatur beschrieben, die funktionell den 
Homodimeren in ihrer biologischen Aktivität überlegen sein sollen (Hogan, 1996; 




BMPs übermitteln Signale in die Zelle durch Bindung und Oligomerisierung von zwei 
Typen von Rezeptormolekülen (Reddi, 1997).  
Die Rezeptoren, Typ 1 und Typ 2, sind strukturell sehr ähnlich und bestehen aus kurzen 
zystinreichen extrazellulären Domänen, einfachen transmembranen Regionen und 




Studien über die Rezeptoren für TGF-ßs haben ein Modell für die Aktivierung dieser 
Serin-Threoninkinase-Rezeptorkomplexe ergeben (Wrana et al., 1994). Zuerst bindet 
der Ligand an den Typ 2 Rezeptor, der in der Zellmembran in einer oligomerischen 
Form mit aktivierter Kinase vorkommt. Dann wird der Typ 1 Rezeptor, der alleine 
TGF-ß schlecht binden kann, zu dem Komplex hinzugezogen. Der Typ 2 Rezeptor 
phosphoryliert den Typ 1 Rezeptor, um ihn zu aktivieren. Das Entstehen dieses 
heterodimeren Rezeptorkomplexes ist durch die Bindung des Liganden zwar ausgelöst, 
aber der Komplex wird auch von direkten Wechselwirkungen zwischen den 
zytoplasmatischen Teilen der Rezeptoren stabilisiert.  
Für BMPs ist dies ähnlich. Sie binden mit niedriger Affinität an die einzelnen 
Rezeptortypen, aber mit hoher Affinität, wenn die zwei Rezeptoren gleichzeitig 
anwesend sind (Liu et al., 1995). Im Gegensatz zu TGF-ß wird bei der Rezeptorbindung 
der BMPs allerdings zuerst der Typ 1 und dann der Typ 2 Rezeptor gebunden. 
Aufgrund seiner homodimeren Struktur werden je 2 Rezeptormoleküle Typ 1 und Typ 2 
benötigt. Transphosphorylierung des Typ 1 Rezeptors durch die Typ 2 Kinase an einer 
spezifischen Region, dem GS-Bezirk, der zytoplasmatischen Domäne löst dann die 
weiterführende Signalkaskade aus. Diese führt über verschiedene zytoplasmatische 
Mediatoren zur transkriptionalen Antwort bei den Zielgenen.  
Als zytoplasmatische Mediatoren wurden die sogenannten SMADs identifiziert. Das 
sind Moleküle mit einer relativen molekularen Masse von 24 – 60 kDa, welche nach 
Aktivierung durch die Rezeptoren hetero-oligomere Komplexe formen und in den Kern 
wandern. Zur Zeit sind acht verschiedene SMAD-Proteine in Säugetieren identifiziert 
worden. Sie können in drei Unterklassen eingeteilt werden: R-SMADs (Rezeptor-
aktivierte SMADs), Co-SMADs und I-SMADs (inhibitorische Smads). SMADs 1, 2, 3, 
5 und 8 sind R-SMADs. SMAD 4 ist ein Co-SMAD. SMADs 6 und 7 sind I-SMADs 
(Korchynsky und ten Dijke, 2002).  
Der Typ 1 Rezeptor interagiert mit den R-SMADs, welche nach Phosphorylierung vom 
Rezeptor dissoziieren, SMAD 4 binden und in den Kern eintreten. Im Kern regulieren 
die heteromerischen SMAD-komplexe die Transkription von BMP-Genen. Dies 
geschieht mit Hilfe von Zielgen-spezifischen DNA-bindenden Proteinen, da die 
SMADs DNA nur mit niedriger Affinität und Spezifität alleine binden können (Derynck 




Produkte der Zielgene sind entsprechend den vielfältigen Funktionen der BMPs auch 
sehr unterschiedliche Gruppen von Proteinen. Dazu zählen zum Beispiel Komponenten 
der extrazellulären Matrix, wie Osteocalcin (Katagiri et al., 1994), Osteopontin (Ahrens 
et al., 1993), oder Kollagen (Maliakal et al., 1994), Regulatoren der Transkription, wie 
Msx-2 (Sirard et al., 2000), Ids (Ogata et al., 1993; Hollnagel et al., 1999), oder JunB 
(Chalaux et al., 1998), Inhibitoren der BMP-Funktion, wie SMAD 6 oder SMAD 7 
(Imamura et al., 1997; Nakao et al., 1997; Takase et al., 1998), Wachstumsfaktoren, wie 
CTGF (Nakanishi et al., 1997), und auch verschiedensten Enzyme, wie Alkalische 
Phosphatase (Katagiri et al., 1994) und verschiedene Proteasen. 
 











            





         
 
Abb. 3: Signalkaskade von BMPs 
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Da die Erkenntnisse auf diesem Gebiet noch lange nicht vollständig sind, sind der 
SMAD-Signalweg, sowie andere zytoplasmatische Signalwege, wie z.B. TAK-1 oder 
MAP-Kinase, bzw. auch Cross-talk zwischen diesen Signalwegen Gegenstand weiterer 
Untersuchungen.  
 
2.2.4 Biologische Funktionen 
 
Die biologische Aktivität der BMPs wurde in vivo an einer Vielzahl von Tiermodellen 
und in vitro an diversen Zelllinien untersucht (Cook und Rueger, 1996; Reddi, 1998; 
Ripamonti und Duneas, 1998; Schmitt et al., 1999; Kirker-Head, 2000; Azari et al., 
2001; Ripamonti et al., 2001).  
Aufgrund ihrer Entdeckung im Knochen wurden die meisten Studien an Knochenzellen 
und Tiermodellen, die Knochendefekte aufwiesen, durchgeführt. Aber auch verwandte 
Gewebe wie Knorpel oder andere Hartgewebe wie Dentin wurden untersucht. In letzter 
Zeit wurden auch weiche Gewebe wie Gehirn (Helm et al., 2000; Liu et al.,2001), Niere 
(Vukicevic et al., 1998; Reddi, 2000), Lunge (Bellusci et al., 1996) und andere in die 
Untersuchungen mit einbezogen.  
Die Entschlüsselung des BMP-Expressionsmusters sowie die Analyse spontan mutierter 
oder genetisch veränderter Tiere haben die Bandbreite ihrer Funktionen demonstriert.  
Die Aktivitäten sind vorwiegend Teil epithelial-mesenchymaler Wechselwirkungen, 
einschließlich aber nicht ausschließlich am Skelett (Lyons et al., 1989; Vukicevic et al., 
1990a+b; Vukicevic et al., 1994a+b; Helder et al., 1995; Lyons et al., 1995; Martinovic 
et al., 1996; Takahashi und Ikeda, 1996; Vukicevic et al., 1996). BMPs beeinflussen 
auch die kraniofaziale Entwicklung und die Zahnentwicklung (Vainio et al., 1993; 
Thesleff, 1995; Thesleff et al., 1995; Aberg et al., 1997; Helder et al., 1998; Peters und 
Balling, 1999). Außerdem spielen sie eine Rolle bei der Erhaltung von vaskulären 
Muskelzellen sowie in der Spezifizierung des kardiogenen Mesoderm und der frühen 
Entwicklung des Herzens (Schultheiss et al., 1997; Ladd et al., 1998; Dorai et al., 2000; 
Yamada et al., 2000). Sie sind essentiell für die Migration und / oder Fusion des 




2001) und wirken sogar bei der Ausbildung der links-rechts Asymmetrie des Herzens 
mit (Branford et al., 2000). BMPs werden in zahlreichen anderen Geweben, wie Haut, 
Haaren, Ovarien und Testes exprimiert und spielen bei deren  Organogenese und 
Funktion eine wichtige Rolle.  
Auch in der Brustdrüse wurde die Expression von BMPs, speziell BMP-2 und BMP-4, 
beschrieben und mit der Kontrolle der Morphogenese assoziiert (Jones et al., 1991; 
Hogan et al., 1994; Davidson, 1995; Phippard et al., 1996). 
Die Rolle von BMPs bei Migrations- und Invasionsvorgängen wurde bereits an 
verschiedenen Zelltypen untersucht. Für BMP-2 und BMP-4 konnte gezeigt werden, 
dass sie die Migration von Monozyten, Osteoblasten und glatten Gefäßmuskelzellen 
stimulieren (Cunningham et al., 1992; Lind et al., 1996; Willette et al., 1999). Auch in 
Lungenkrebszelllinien konnte ein chemoattraktiver Effekt von BMP-2 nachgewiesen 
werden (Langenfeld et al., 2003). 
 
Wie oben beschrieben regulieren BMPs also die verschiedensten biologischen Prozesse 
und sind an der Entwicklung fast aller Organe und Gewebe beteiligt. Außerdem sind 
ihre Effekte abhängig von äußeren Umständen, wie z.B. dem Typ der Zielzelle oder der 
Konzentration des Liganden (Hogan, 1996). 
 
2.2.5 Expression in Tumoren 
 
BMPs werden nicht nur in normalen Geweben exprimiert, sondern auch in ihren 
korrespondierenden Tumorgeweben.  
Dies wurde an diversen Tumoren, wie z.B. dem Osteosarkom (Arihiro et Inai, 2001; 
Murphy et al., 2001; Yanagawa et al., 2001; Gobbi et al., 2002; Sulzbacher et al., 2002), 
dem Prostatakarzinom (Harris et al., 1994; Barnes et al., 1995; Kim et al., 2000; 
Thomas et Hamdy, 2000; Tamada et al., 2001; Masuda et al., 2003;), dem 
Kolonkarzinom (Imai et al., 2001), dem Nephroblastom (Higinbothan et al., 1998), dem 





Auch für das Mammakarzinom wurde die Expression von BMPs beschrieben (Clement 
et al., 1999; Clement et al., 2000; Reinholz et al., 2002). Die biologischen Funktionen 
sind Gegenstand derzeitiger Untersuchungen und auch dieser Arbeit.   
 
2.2.6 Klinische Bedeutung 
 
Neben ihrer einzigartigen Knochen induzierenden Wirkung, hat die letzte Dekade eine 
Reihe an morphologischen, genetischen und biochemischen Daten gebracht, die die 
essentielle Funktion der BMPs in Entwicklungsprozessen und Morphogenese vieler 
Spezies betonen.  
BMPs sind in der Lage, durch Rekapitulation der zellulären Ereignisse, die an der 
Bildung von Knochen während der embryonalen Entwicklung beteiligt sind, Knochen 
im postfetalen Leben zu regenerieren. Klinische Studien über den Einsatz 
rekombinanter BMPs bei orthopädischen Rekonstruktionen u.ä. zeigen die Strategien 
für den therapeutischen Einsatz am Menschen (Friedlaender et al., 2001). 
Die Identifizierung und Charakterisierung von BMP-spezifischen Rezeptoren, ihren 
intrazellulären Signalmolekülen und Zielgenen stellen die Basis für die endogene 
Hochregulation von BMPs bei Patienten mit Osteoporose und zahlreichen 
metabolischen Knochenerkrankungen dar (Vukicevic et al., 1998).  
Neben ihrer Rolle bei der Regeneration und Erhaltung von Knochengewebe, agieren 
BMPs als Differenzierungsfaktoren, sowie als physiologische Regulatoren in der 
Homöostase verschiedenster Gewebe. Dies ist Grundlage für den therapeutischen 
Nutzen bei einer Vielzahl von klinischen Indikationen.  
Auch die veränderte Expression der BMPs in Tumoren, speziell dem Mammakarzinom, 
birgt die Möglichkeit für spätere diagnostische oder therapeutische Einsätze der 






2.3 Ziel der Arbeit 
 
BMPs regulieren in der Entwicklung verschiedener Organe wichtige 
Migrationsvorgänge bestimmter Zellgruppen. Im Tumorgeschehen führen Invasion und 
Migration zur Ausbreitung der Tumorzellen. Deshalb sollte im ersten Teil der Arbeit die 
migratorische und invasive Kompetenz von Mammakarzinomzelllinien in Gegenwart 
von rekombinantem BMP-2 untersucht werden. 
Die Invasion von Tumorzellen erfordert die Aktivität von Proteasen. Mit Hilfe eines 
cDNA-Mikroarrays sollte die Expression von Proteasen unter dem Einfluß von BMP-2 
untersucht werden. Zur Absicherung der erhobenen Daten sollten die Gene, die eine 
deutlich veränderte Expression zeigten, durch RT-PCR überprüft werden. 
Ziel dieser Untersuchungen war es die molekularbiologischen Veränderungen durch 
Einwirkung von BMP-2 auf Mammakarzinomzelllinien zu erforschen, um die 
Mechanismen der Tumorprogression und der Metastasierung besser zu verstehen. 
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3. MATERIAL UND METHODEN 
 
3.1 Zellkultur 
3.1.1  Zelllinien 
 
Folgende humane Mammakarzinom-Zelllinien wurden verwendet: MCF-7, BT-20, BT-
474,  
T-47-D und SK-BR-3 (American Type Culture Collection oder Deutsche Sammlung 
von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig). MCF-7 und BT-20 wurden mit 
DMEM plus 10% fötales Kälberserum (FCS), BT-474, T-47-D und SK-BR-3 wurden 
mit RPMI 1640 plus 10% FCS bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank kultiviert. Sowohl 
Zellkulturmedium als auch Kälberserum wurden von Invitrogen (Eggenstein) bezogen. 
Die folgenden Arbeitsschritte wurden alle unter einer Sterilbank (Heraeus, Hanau) 
durchgeführt. 
 
3.1.2  Aufbereitung der Zellen  
 
Das alte Medium der Zellkulturen wurde verworfen und die Zellen dreimal mit 5 ml 
PBS-Puffer gewaschen. Nach Zugabe von 2 ml Trypsin/EDTA-Lösung und ca. 5 
minütiger Inkubation bei 37°C waren die Zellen vom Boden gelöst und wurden in 6 ml 
Medium aufgenommen. Die Zellsuspension wurde 5 min bei 1000 U/min und 21°C 
zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das entstandene Zellpellet  zur 
Weiterverarbeitung mit 1-2 ml neuem Medium wieder gelöst.  
3. MATERIAL UND METHODEN 
 
19 
3.1.3  Bestimmung der Zellzahl 
 
Dazu wurden 50 µl der entstandenen Zellsuspension mit 20 ml Isoton gemischt. Dies 
wurde im Counter Z2 (Beckman-Coulter, Krefeld) dreimal gezählt und der errechnete 
Mittelwert entsprach der Zellzahl pro 1000 µl. 
Dann wurden 2 x 106 Zellen pro Gewebekulturflasche ausgesät und mit neuem Medium 
versehen. 
Nach 24-stündiger Inkubation wurden die Zellen dreimal mit 5 ml PBS-Puffer 
gewaschen und mit serumfreien (ohne FCS-Zusatz) Medium weitere 24 h kultiviert. 
 
3.1.4  Zellkulturüberstände 
 
Nach  24-stündiger serumfreier Inkubation der Zelllinie SK-BR-3 wurde das Medium 
abgenommen und bei -20°C eingefroren. 
 
 
3.2  Migrationsassay 
 
Chemotaxis ist die zielgerichtete Zellbewegung entlang eines Gradienten. Im folgenden 
sollte die chemotaktische Wirkung von rhBMP-2 auf Mammakarzinom-Zelllinien 
untersucht werden. 
 
3.2.1  Vorbereitung der Zellen 
 
Wie unter 3.1 beschrieben wurden 2 x 106 Zellen ausgesät, 24 h mit Medium plus 10% 
FCS und danach 24 h serumfrei kultiviert.  
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3.2.2  Versuchsaufbau 
 
In einem 2-Kammer-System, das durch eine semipermeable Transwell-Membran 
getrennt war, wurde ein chemotaktischer Gradient wie folgt aufgebaut.   
In Mikrowell-Platten wurden jeweils 500 µl serumfreies Medium plus unterschiedliche 
Konzentrationen BMP-2, Medium plus 10% FCS (Positivkontrolle), NIH 3T3-
Überstand (Negativkontrolle) oder SK-BR-3-Überstand vorgelegt. In die Vertiefungen 
wurden die Membranen mit einer Porengröße von 8µm (Becton Dickenson, Heidelberg) 
gesetzt, auf denen anschließend 50.000 Zellen (aufgenommen in 400 µl serumfreiem 




Nach  einer Inkubationszeit von 19 h wurden die Transwell-Einsätze herausgenommen, 
das Medium mit den Zellen verworfen und die nach oben zeigende Seite der Membran 
mit einem Wattestäbchen gereinigt. Die auf der Unterseite verbleibenden Zellen wurden 
mit Diff-Quick (Dade Behring, Marburg) fixiert und angefärbt und unter dem 
Lichtmikroskop betrachtet. Die Ermittlung der Zellzahl erfolgte durch die Summierung 





Tumorzellen zeichnen sich u.a. durch eine erhöhte Invasivität aus.  Der 
Invasionsversuch nach dem Modell der Boyden Chamber sollte die Wirkung von BMP-
2 auf die Invasivität von Mammakarzinom-Zelllinien untersuchen. Der Ansatz bietet so 
ein geeignetes in vitro Modell für die in vivo Ausbreitung von Metastasen. 
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3.3.1 Vorbereitung der Zellen und Inkubation 
 
Wie im vorher beschriebenen Migrationsversuch wurden 2 x 106 Zellen ausgesät, 24 h 
unter serumhaltigen Bedingung und 24 h serumfrei kultiviert.  
Dann erfolgte eine 5-stündige Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen BMP-2 
(aufgenommen in serumfreiem Medium oder in SK-BR-3-Überständen), Medium plus 
10% FCS, serumfreiem Medium und SK-BR-3-Überständen. Danach wurde das 
Medium abgenommen, die Zellen, wie in 3.1 beschrieben, mit Trysin/EDTA-Lösung 




Es handelte sich wieder um ein 2-Kammer-System, das durch eine Membran getrennt 
war. 
Im Gegensatz zum Migrationsversuch war die semipermeable Membran in dem 2-
Kammer-System allerdings beschichtet. Die PVDF-Membran (Whatman, Göttingen) 
wurde mit der glänzenden Seite nach oben in einer Petrischale fixiert, mit 50 µl 
Matrigel (1:50 Verdünnung; Becton-Dickenson, Heidelberg) beschichtet, 1 h unter der 
Sterilbank getrocknet und anschließend mit DMEM abgespült. 
In den unteren Teil der Boyden Chamber wurden 200 µl NIH 3T3-konditioniertes 
Medium gegeben. Die PVDF-Membran wurde, mit der glänzenden und beschichteten 
Seite nach oben, vorsichtig und luftblasenfrei auf die Kammer gelegt. Zur Fixierung des 
Filters wurde die Kammer zugeschraubt. Anschließend wurden 200.000 Zellen, die in 




Nach 1,5 h, 2 h, und 2,5 h wurden die Membranen aus der Boyden Chamber 
herausgenommen. Dazu wurde bei geschlossener Kammer das Medium abgegossen, die 
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Membran mit einem Wattestäbchen gereinigt, die Kammer aufgeschraubt und die 
Membran vorsichtig entnommen. Die an der Unterseite der Membran haftenden Zellen 
wurden mittels Diff-Quick (Dade-Behring, Marburg) fixiert und angefärbt und unter 
dem Lichtmikroskop betrachtet. Die Ermittlung der Zellzahl erfolgte duch die 





Die Isolierung der RNA aus Zellkulturen erfolgte mit dem Rneasy Total RNA Kit 
(Qiagen, Hilden). Alle Arbeitsschritte und Zentrifugationen fanden bei Raumtemperatur 
statt. 
 
3.4.1 Vorbereitung der Zellen 
 
Die Zellen wurden, wie unter 3.1 beschrieben, ausgesät (1 x 106 Zellen), 24 h mit FCS-
haltigem Medium und 24 h serumfrei kultiviert. Anschließend erfolgte die Inkubation 
der Zellen mit 50 ng/ml BMP-2 oder serumfreiem Medium für 5 bzw. 24 Stunden. 
Dann wurden sie abtrypsiniert, in 10 ml PBS-Puffer aufgenommen und 5 min bei 1000 
U/min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. 
 
3.4.2 Isolierung der Gesamt-RNA 
 
Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte mit dem RNeasy-Kit (Qiagen, Hilden).  
Das Zellpellett wurde in 500 µl Lysepuffer (RLT-Puffer plus 1% (v/v) ß-
Mercaptoethanol) gelöst. Dieser Guanidin-Isothiocyanat-enthaltende Puffer inaktivierte 
durch seine stark denaturierende Wirkung die RNAsen und ermöglichte so die 
Isolierung intakter RNA. 
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Dieses Gemisch wurde in einen Filtereinsatz mit einem lila Deckel (Qiashredder Spin 
Column) gegeben und 2 min bei 14.000 U/min zentrifugiert. Dadurch wurde die 
hochmolekulare genomische DNA des Zellysats im Filter zurückgehalten. 
Zu dem Zentrifugat wurden 500 µl Ethanol (70%-ig) beigesetzt und nach guter 
Vermischung in einen Filtereinsatz mit rosa Deckel (Silica-Gel-Membran; Rneasy Spin 
Column) gegeben. Durch Zentrifugation wurde die RNA in der Membran angereichert. 
Durch folgende Waschschritte wurden Verunreinigungen im RNA-Isolat beseitigt:  
Zugabe von 500 µl RW1-Waschpuffer in den rosa Deckel, 10 min stehen lassen, 15 sec 
bei 10.000 U/min zentrifugieren, 300 µl RPE-Waschpuffer dazugeben, 15 sec bei 
10.000 U/min zentrifugieren, nochmal mit 300 µl RPE-Puffer versetzen und 2 min bei 
10.000 U/min zentrifugieren. 
Genau auf die Membran des rosa Deckels kamen dann 50 µl RNase-freies Wasser (1 x 
30 µl und 1 x 20 µl) und es wurde nochmal zentrifugiert (60 sec bei 10.000 U/min). Die 






Die RNA-Konzentration im Eluat wurde photometrisch bestimmt (Pharmacia LKB 
Ultrospec III). 
Dazu wurde die RNA im Verhältnis 1:50 verdünnt (6 µl RNA-Lösung auf 294 µl Aqua 
dest.) und in Präzisions-Küvetten aus Quarzglas (Hellma) gemessen. Bei drei 
Wellenlängen (260, 280 und 320 nm) wurden die jeweiligen Absorptionen ermittelt. 
Das Absorptionsmaximum der RNA liegt bei 260 nm, was auf die aromatischen Ringe 
der Basen zurückzuführen ist. Aus diesem Wert errechnete das Gerät die RNA-
Konzentration in µg/ml, welches nach Berücksichtigung des Verdünnungsfaktors dem 
Gesamt-RNA-Gehalt entsprach.  
Proteine haben aufgrund der Absorption der aromatischen Aminosäurereste ein 
Absorptionsmaximum bei 280 nm. Andere Verunreinigungen werden bei 320 nm 
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erfaßt. Aus dem Verhältnis der Absorption bei allen drei Wellenlängen läßt sich eine 





Die Herstellung eines komplementären DNA-Stranges zu einer RNA-Matrize erfolgt 
durch reverse Transkription. 
Pro Ansatz wurde nicht mehr als 1 µg RNA (bis 8,5 µl) eingesetzt, welche 5 min bei 
65°C im Wasserbad erhitzt wurde, um Sekundärstrukturen aufzulösen. 
In dieser Zeit wurde der RT-Mix auf Eis vorbereitet. Dieser bestand aus  
4 µl 5x 1-Strang Synthese Puffer (Invitrogen),  
2 µl DTT (0,1 M; Invitrogen),  
2 µl Random-Primer (0,2 mg/ml; ein Gemisch aller möglichen Hexanukleotide (Roche 
Biochemicals), welches den Synthesestart an jeder beliebigen Stelle auf dem RNA-
Strang ermöglicht),  
2 µl dNTP-Gemisch (jeweils 10 µM dATP, dCTP, dGTP und dTTP (New England 
Biolab) für die Synthese selbst),  
0,5 µl RNAsin  (20 U; ein RNase-Inhibitor, der mit RNasen nichtkovalente äquimolare 
Komplexe bildet; Invitrogen) und  
1 µl M-MVL Reverse Transkriptase (ein aus Retroviren isoliertes Enzym; Invitrogen).  
Die RNA wurde mit 11,5 µl RT-Mix vermischt, 10 min bei Raumtemperatur 
stehengelassen (Anlagerung der Primer) und 60 min im Brutschrank inkubiert. 
Anschließend erfolgte die Inaktivierung der Reversen Transkriptase bei 95°C für 5 min 
im Wasserbad. 
Die synthetisierte cDNA wurde bei -20°C eingefroren oder in einer PCR-Reaktion 
weiterverarbeitet (s. 3.7).  
 






Es wurden MCF-7-Zellen ausgesäht. Diese wurden 24 h serumhaltig und 24 h serumfrei 
kultiviert und anschließend mit 50 ng/ml BMP-2 oder serumfrei für weitere 24 h oder 5 
h  inkubiert bzw. ohne zusätzliche Inkubation weiterbehandelt.  
Aus diesen Zellen wurde RNA isoliert und diese gemessen (s. 3.3). 
 
3.6.2 Digoxigenin-Labeling während der reversen Transkription 
 
Dann wurden 5 µg der RNA mit 1,5 µl Oligo-dT 15-Primer (0,5 µg/µl, Promega) und 
Wasser (Menge variierte je nach RNA-Volumen – Gesamtvolumen: 30 µl) für 15 min 
bei 65 °C denaturiert und anschließend 5 min auf Eis gegeben. 
In angegebener Reihenfolge wurden folgende Lösungen hinzupipettiert: 
6 µl First strand buffer (5x, Invitrogen) 
2 µl DTT (100 mM) 
0,7µl RNaseOUT (40 U/µl, Invitrogen) 
2,5 µl dNTP´s (5 mM each, dATP; dCTP; dGTP) 
1 µl dTTP (3,25 mM) 
2.µl DIG-dUTP (0,7 mM, alkali-labil, Roche) 
1,8 µl Superscript II – Reverse Transkriptase (200 U/µl) 
Die Reaktionszeit betrug 90 min (75 min bei 42 °C und 15 min bei 72 °C). 
Zum Abstoppen der Reaktion wurde 1 µl EDTA (200 mM – Endkonzentration ca. 7 
mM) pro 30 µl Gesamtansatz zugegeben. 
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3.6.3 Fällung der Sonde 
 
Zur Präzipitation wurde dem Reaktionsprodukt 0,1 Vol 4M LiCl und 2,5-3 Vol eiskalter 
Ethanol beigemischt. Dies wurde 30 min bei –70 °C inkubiert und anschließend für 15 
min bei 4 °C und 13.000 g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet 
mit ca. 500 µl eiskaltem 70 %-igem Ethanol gewaschen und nochmals für 5 min bei 4 
°C und 13000 g zentrifugiert. Dann wurde das Pellet getrocknet und in 50 µl TE-Puffer 




Zunächst wurden  
90 µl Heringssperma-DNA (10 µg/ml, Endkonzentration: 150 µg/ml) und  
25 µl pBluescript SK (-) xAluI (6 µg/25 µl, Endkonzentration: 1 µg/ml) mit  
1 ml der Hybridisierungslösung (DIG easy hyb)  
bei 95 °C für 10 min denaturiert (für ein Gesamtvolumen von 6 ml). 
Dann wurde die Filtermembran (Nylon Membrane Positively Charged, Roche – mit 
freundlicher Unterstützung des Instituts für Immunologie, PD Dr. med. Christoph Klein, 
LMU München) in die Hybridisierungsröhre (Schott, Jena) gelegt und mit 
bidestilliertem Wasser angefeuchtet. Dazu wurden weitere 5 ml der auf 68 °C 
vorgewärmten Hybridisierungslösung (DIG easy hyb) gegeben und anschließend die 
frisch denaturierte DNA dazupipettiert (nicht direkt auf die Membran). 
Die Röhre wurde zur Prähybridisierung über Nacht bei 42 °C im Hybridisierungsofen 




Der Ablauf entsprach dem der Prähybridisierung, jedoch kam die vorgefertigte Sonde 
noch dazu.  
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Für ein Gesamtvolumen von 3 ml wurden  
1 ml Hybridisierungslösung (DIG easy hyb),  
45 µl Heringssperma-DNA  (10 µg/ml, Endkonzentration: 150 µg/ml), 
25 µl pBluescript SK (-) xAluI (6 µg/25 µl, Endkonzentration: 2 µg/ml) und die 
DIG-markierte Sonde (Menge je nach Experiment, s. 3.6.3.)  
bei 95 °C für 10 min denaturiert. 
Aus dem Greiner-Röhrchen wurde die Prähybridisierungslösung abgegossen und 2 ml 
der auf 68 °C vorgewärmten Hybridisierungslösung  zugegeben. Dazu kam dann die 
frisch denaturierte Sonde. Die Hybridisierung erfolgte über 2 Tage im Ofen bei 42 °C. 
Die Temperatur wurde für die DIG easy Hyb und die Formamid-haltigen Puffer in 
Abhängigkeit vom GC-Gehalt der Probe und dem Grad der Homologie kalkuliert: 
 
Tm = 49,82 + 0,41 ( % GC + C ) – ( 600/L ) 
       L: Länge des Hybrids in 
Basenpaaren 
  
Die angegebenen Zahlenwerte bezogen sich auf eine Standardhybridisierung mit einem 
Formamidgehalt von 50 %. Die aktuelle Temperatur in DIG easy Hyb war 20-25 °C 
unter dem kalkulierten Tm. 
Für die Hybridisierung genomischer DNA mit einer 100 % homologen Probe ergab sich 
eine Hybridisierungstemperatur von 37-42 ° C in Abhängigkeit vom GC-Gehalt. 
 
3.6.6 Waschen der Membran 
 
Nach der Hybridisierung wurden die Membranen 5 min bei Raumtemperatur in 2x SSC 
+ 0,1 % SDS und 5 min in 1x SSC + 0,1 % SDS gewaschen. Dann wurde 2x 15 min bei 
68 °C mit 0,5x SSC + 0,1 % SDS und anschließend 2x 45 min bei 68 °C mit 0,1x SSC + 
0,1 % SDS im Hybridisierungsofen gewaschen (vorgewärmte Lösung, 68 °C). 
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3.6.7 Entwickeln der Membran 
 
Die Membranen wurden aus der Hybridisierungsröhre genommen, in eine Schale gelegt 
und kurz (1-5 min) in Puffer 1 (150 mM NaCl, 100 mM Maleinsäure; pH 7,5 mit 
NaOH-Plättchen oder konzentrierter NaOH-Lösung eingestellt) gewaschen.  
 
Zur Blockierung wurden die Membranen 60 min bei Raumtemperatur in 1x 
Blockierungslösung (ca. 25 ml; Blockierungsreagenz-Stammlösung (1:10 in Puffer 1 
verdünnt; Endkonzentration 1% Blockierungsreagenz) inkubiert. 
Der Antikörper wurde 1:10.000 in 1x Blockierungslösung verdünnt (2,5 µl auf 25 ml; 
Endkonzentration: 75 mU/ml), auf die Membranen gegeben (15 ml) und 30 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. 
In einer neuen Schale wurden die Membranen 3 x 10 min bei Raumtemperatur in 




Zunächst wurde CSPD-Lösung (Substrat) 1:100 in Detektionspuffer (0,1 M Tris-HCl, 
0,1 M NaCl; pH 9,5) verdünnt (10µl CSPD + 990 µl Detektionspuffer). 
Die Membranen wurden 2-5 min in ca. 20 ml Detektionspuffer äquilibriert. Dann 
wurden die Membranen abgetropft (nicht ganz trocknen) und auf Klarsichtfolie, welche 
vorher mit Wasser und Ethanol gesäubert wurde, gelegt. Darauf wurde die fertig 
verdünnte CSPD-Lösung verteilt und die Folie so geschlossen, daß keine Luftblasen 
entstanden.  
Nach 5 min bei Raumtemperatur wurden die Membranen wieder abgetupft und in neue 
saubere Klarsichtfolie gelegt. Diese wurde dann zur Verstärkung der 
Lumineszenzreaktion 15 min bei 37 °C inkubiert und anschließend auf einen Film 
aufgelegt. 
Dieser wurde 40 min exponiert und anschließend in einer Entwicklermaschine (AGFA 
Curix 60) entwickelt. 





Der fertige Film wurde eingescannt und mit Hilfe des Computerprogramms AIDA 
rechnerisch ausgewertet. Die Rohdaten wurden hinsichtlich der Hintergrundintensitäten 
korrigiert und die Mittelwerte von zwei korrespondierenden Signalen wurden berechnet. 
Um die Vergleichbarkeit unabhängiger Experimente herzustellen, wurden die Werte auf 
die Referenzgene, die sogenannten „housekeeping genes“ ß-Aktin, GAPDH, R13a und 





Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR = engl. polymerase chain reaction) ist eine 
Methode zur Amplifikation von Nukleinsäuren. Die PCR erlaubt semiquantitativ 
Rückschlüsse auf die Menge der zur cDNA korrelierenden mRNA eines bestimmten 
Proteins. Bei der Methode dient die zuvor aus der Reversen-Transkriptase-Reaktion 
gewonnene cDNA als Matrize, entlang der nun mit Hilfe des Enzyms Taq-Polymerase 
die DNA vervielfacht wird.  
Dazu wurde je 1 µl der cDNA (s. 3.5) mit 24 µl PCR-Ansatz vermischt. Jeder Ansatz 
enthielt  
18,3 µl Aqua dest.,  
2,5 µl 10xPCR-Puffer,  
1,0 µl Primer-Gemisch (jeweils 10 µM sense- und antisense-Primer),  
2,0 µl dNTP-Mix (jeweils 10 µM dATP, dCTP, dGTP und dTTP) und 
0,2 µl Taq-Polymerase (1 U; hitzestabiles, bakterielles Enzym [aus Thermus 
aquaticus]).  
Als Kontrolle wurde bei einer Probe anstelle der cDNA Wasser zugegeben. 
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Für die PCR-Analysen wurden folgende Primerpaare eingesetzt: 
 
Cathepsin B:  sense  CCAGGGAGCAAGACAGAGAC 
  antisense GAGACTGGCGTTCTCCAAAG 
Cathepsin D: sense  GACACAGGCACTTCCCTCAT 
  antisense CTCTGGGGACAGCTTGTAGC 
Cathepsin H: sense  AGTTGTGGGGAGATCCACTG 
  antisense ATTCGTGGTCCATGTGGTTT 
Cathepsin K:  sense  ACCCATATGTGGGACAGGAA 
  antisense CGCTATTGCAGCTTTCATCA 
Cystatin A:  sense   GGCTTATCTGAGGCCAAACC 
  antisense  TTTGTCCGGGAAGACTTTTG 
Cystatin C:  sense  CCAGCAACGACATGTACCAC 
  antisense ACAGGTGGATTTCGACAAGG 
Caspase 7:  sense  CACCCAGGGCTATGAGGATA 
  antisense ATGTGAGGGCAGGATAGGTG 
Integrin ß 4:  sense  TGGAAGTACTGTGCCTGCTG 
  antisense TGCATGTTGTTGGTGACCTT 
Integrin ß 5:  sense  ACAAGGGAGTCCTCTGCTCA 
  antisense GGGGCACTTCTCACACATCT 
 
Die Amplifizierung fand im TRIO-Thermocycler (Biometra, Göttingen) statt. Alle 
PCR-Protokolle begannen mit einer initialen Denaturierung bei 95°C für 3 min, um die 
hochmolekularen Strukturen der DNA aufzulösen. Dann folgte die Anlagerung, das 
Annealing der Primer. Die dafür erforderliche Temperatur ist primerspezifisch und lag 
bei den hier verwendeten Primern bei 62°C. Die darauffolgende Temperaturerhöhung 
auf 72°C stellt das Aktivitätsoptimum der verwendeten Taq-Polymerase für die 
Elongation dar. Diese drei Temperaturstufen wurden 30-35 mal durchlaufen bevor die 
terminale Elongation bei 72°C sicherstellte, daß alle systhetisierten Stränge vollständig 
verlängert vorlagen. 
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3.7.2 PCR-Analyse  
 
Nachweis und Analyse der PCR-Produkte erfolgten mittels eines Agarose-Gellaufs. 
Dafür wurde 1 g des Polysaccharids Agarose (Agarose ultra pure, Invitrogen) für ein 
1%-iges Gel durch Aufkochen in TAE -Puffer (Trisbase 242 g; Eisessig 57,1 ml; EDTA 
0,5 M, pH 8,0, 100 ml - auf 1 l mit Aqua dest. aufgefüllt) gelöst. Je 100 ml Gellösung 
wurden 1,5 µl Ethidiumbromid (10 mg/ml) zugegeben und die Agaroselösung in 
horizontale Gießkammern (mit Kamm für die Taschen) gegossen. 
Dann wurden je 15 µl des PCR-Produkts mit 10 µl Probenpuffer (1 ml Tris-HCl [10 
mM], 200 µl Na2-EDTA [1 mM], 500 µl 0,1% SDS, 30 ml 30% Glycerin, 62,5 µl 
0,0025% Bromphenolblau - mit Wasser auf 100 ml auffüllen) gemischt und in eine 
Tasche des Gels gegeben, welches in einer mit TAE-Puffer gefüllten Gellaufkammer 
lag. Für PCR-Produkte mit einer Größe von 300-1000 bp wurde ein 1%-iges Gel 
verwendet. Um DNA niedrigeren Molekulargewichtes auftrennen zu können, wurden 2 
bzw. 3%-ige Gele benutzt.  
Nach Auftragen der Proben und des Markers (20 µl 1 kb DNA-Ladder, Gibco BRL) zur 
Molekulargewichtsbestimmung erfolgte die Gelelektrophorese bei 200 mA (Powergerät 
LKB 2103 Power Supply, Biochrom). Danach wurde das Gel auf einem UV-
Transilluminator plaziert und die Fluoreszenz der Ethidiumbbbromid-markierten 
Banden mit einem Videokamera-gestützten Computersystem (Herolab, Wiesloch) 
aufgenommen und dokumentiert. 
Die quantitative Auswertung der PCR-Produkte erfolgte mit dem Programm LabImage. 
Die Flächeninhalte der jeweiligen Banden konnten so sehr genau bestimmt werden. 
 
Wenn bei der PCR die Taq-Polymerase bereits im Sättigungsbereich arbeitet, 
erscheinen bestehende Unterschiede auf mRNA-Ebene nicht mehr als große 
Unterschiede im PCR-Produkt. Um diesen Fehler weitestgehend auszugleichen, wurde 
anhand von standardisierten Aktin-Proben eine Eichkurve erstellt. Alle mit Hilfe von 
LabImage gemessenen Flächeninhalte wurden anhand dieser Eichkurve [x = EXP ((y-
40721)/51060)] korrigiert (Abb.4). 
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Abb.4: Eichkurve zur Korrektur der PCR-Bandenstärke.  
Aktinstandards: 1 = 1x10-6, 2 = 1x10-5, 3 = 1x10-4, 4 = 1x10-3, 5 = 1x10-2, 6 = 1x10-1  
Blaue Linie: aufgetragene Messwerte der 6 Aktinstandards. Schwarze Linie: Ausgleichsgerade. 
 
Dann wurde ein Quotient aus den einzelnen Werten der unterschiedlichen 
Inkubationsbedingungen und dem jeweiligen Wert für ß-Aktin gebildet. Dies 
ermöglichte auf einfache Weise, die Werte mit dem „housekeeping gene“ Aktin zu 
standardisieren und so die unterschiedlichen Bedingungen untereinander vergleichbar 
zu machen.   
 
 
3.8 Statistische Auswertung 
 
Aufgrund der geringen Anzahl an Wiederholungen der einzelnen Versuche (Migrations- 
und Invasionsversuche jeweils drei Versuchsreihen, cDNA-Microarray und PCR jeweils 
zwei Durchführungen) ist eine statistische Auswertung zur Berechnung von 
Standardabweichungen und Signifikanzen nicht möglich.  
Ich habe mich daher auf eine beschreibende Statistik beschränkt. Dies beinhaltet eine 
rechnerische Auswertung und Normalisierung der gewonnenen Daten sowie deren 
kritische Bewertung unter bestimmten Einschlusskriterien. Diese Kriterien sind im 









Zu Beginn der Studie wurde die chemotaktische Wirkung von BMP-2 auf verschiedene 
Mammakarzinomzelllinien untersucht.  
Dabei wurden die Zelllinien T-47-D, BT-20, BT-474, SK-BR-3 und MCF-7 verwendet. 
Mit Hilfe des Transwell-Migrationsassays sollte untersucht werden, welchen Einfluß 
unterschiedliche Konzentrationen von rekombinantem BMP-2 auf diese Zelllinien 
haben. 
Es wurden drei verschiedene Konzentrationen von BMP-2 in serumfreiem Medium 
eingesetzt, und zwar 1ng/ml, 10ng/ml und 50ng/ml. Als Positivkontrolle wurde 
serumhaltiges Medium, als Negativkontrolle Zellkulturüberstand von NIH 3T3-Zellen, 
ein sehr nährstoffarmes Medium, das kaum chemoattraktiv wirksam ist, verwendet 
(Aaronson und Todaro, 1968). 
Die Versuche wurden jeweils dreimal durchgeführt. Die Auswertung erfolgte durch die 
Summierung der absoluten Zellzahl von 20 zufällig ausgewählten Gesichtsfeldern der 
Transwell-Membran. 
Um die Ergebnisse vergleichen zu können, wurden die Mittelwerte der drei Versuche 
ermittelt und auf die Negativkontrolle normiert. Die Normierung auf NIH 3T3 
entspricht in etwa der Eigenwanderung der Zellen und lässt so die Unterschiede der 
einzelnen Zelllinien bzw. Inkubationen deutlicher darstellen. 
 
Die Ergebnisse sind in Abb. 5 dargestellt. Dabei sind die y-Achsen der 


































































































Abb. 5: Graphische Darstellung der Mittelwerte der Ergebnisse der verschiedenen 
Konzentrationen von BMP-2  sowie Positiv- (FCS) und Negativkontrolle (NIH 3T3) des Transwell-




Anhand dieser Diagramme wird deutlich, dass BMP-2 in allen Zelllinien – bis auf SK-
BR-3 – eine im Vergleich zur Negativkontrolle deutliche Steigerung der 
Migrationsfähigkeit der Zellen bewirkt. Am ausgeprägtesten ist dies bei T-47-D und 
BT-20 festzustellen. Sogar im Vergleich zur Positivkontrolle ist die chemotaktische 
Potenz unter Inkubation mit BMP-2 in den Zelllinien T-47-D, BT-474 und MCF-7 
erhöht.  
Dabei fällt auf, dass bei T-47-D die Wirkung von BMP-2 unabhängig von der 
Konzentration etwa gleich ist. Bei BT-20 und MCF-7 kann man eine deutliche 
Steigerung der Migration von 1 bis 50 ng/ml BMP-2 sehen. Im Gegensatz dazu finden 
wir bei BT-474 die höchste migratorische Aktivität bei der niedrigsten Konzentration 
BMP-2, nämlich 1 ng/ml.   
 
Die Ausnahme bildet SK-BR-3. Weder unter serumhaltigen Bedingungen noch unter 
Inkubation mit BMP-2 konnte eine erhöhte Migration im Vergleich zur 
Negativkontrolle mit NIH 3T3 gefunden werden. Es ist somit die einzige der 
untersuchten Zelllinien, die nicht auf die Wirkung von BMP-2 anspricht. Die 
Insensitivität dieser Zelllinie kann verschiedene Ursachen haben. 
Wir gehen davon aus, dass SK-BR-3-Zellen einen Faktor produzieren, der die Wirkung 
von BMP-2 hemmt. Daluiski et al. stellten die Hypothese auf, dass BMP-3 ein 
potentieller Antagonist von BMP-2 sein könnte (Daluiski et al., 2001). In unserem 
Labor konnten wir für BMP-3 die höchste Expression in der Zelllinie SK-BR-3 zeigen 





Abb.6: Graphische Darstellung der Expression von BMP-3 in den Zelllinien MCF-7, SK-BR-3 und 
T-47-D (aus Schwalbe et al., 2000). 
 
Ob BMP-3 verantwortlich für das veränderte Reaktionsverhalten von SK-BR-3 ist, ist 
jedoch noch nicht geklärt und zur Zeit Gegenstand weiterer Untersuchungen in unserem 
Labor. 
In den folgenden Untersuchungen der Invasivität verwendeten wir als weiteres 
Inkubationsmedium SK-BR-3-Überstände. Es sollte untersucht werden, ob ein von 
dieser Zelllinie produzierter und sezernierter, antagonistischer Faktor die Invasivität der 





Im zweiten Teil der Studie wurde die Wirkung von BMP-2 auf die Invasivität von 
Mammakarzinomzelllinien untersucht.  
Dabei wurden die Zelllinien T-47-D, BT-20, BT-474, SK-BR-3 und MCF-7 mit 50 
ng/ml BMP-2 bzw. serumhaltigem Medium als Positivkontrolle, serumfreiem Medium 
als Negativkontrolle und den oben erwähnten SK-BR-3-Überständen über 5 Stunden 
inkubiert. Im Gegensatz zu den Migrationsversuchen wurde BMP-2 nicht in der unteren 




















188 bp    (competitorDNA) 






Anschließend wurde mit dem Boyden Chamber Invasionsassay die Invasivität der 
Zellen nach eineinhalb, zwei und zweieinhalb Stunden geprüft. Dies wurde wie beim 
Migrationsassay durch Summierung der mikroskopisch ermittelten Zellzahlen in der 
Membran ausgewertet. 
Die Versuche wurden jeweils dreimal durchgeführt. 
Um die Ergebnisse vergleichen zu können, wurden die Mittelwerte der drei Versuche 
ermittelt und auf die Negativkontrolle normiert. Die Normierung auf die Inkubation mit 
serumfreiem Medium entspricht dabei in etwa der Eigeninvasivität der Zellen und lässt 
so die Unterschiede der einzelnen Zelllinien bzw. Inkubationen deutlicher darstellen. 
 
Im folgenden sind die normierten Ergebnisse dargestellt (Abb.7 - 11). Dabei sind die y-
Achsen der Balkendiagramme jeweils gleich. Die Daten der Einzelexperimente sind im 
Anhang aufgeführt.  
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Abb.7: Graphische Darstellung der 
gemittelten und normierten Ergebnisse des 
Boyden Chamber Invasionsassays nach 1,5 , 
2 und 2,5 Stunden bei vorheriger Inkubation 
mit 50 ng BMP-2, serumhaltigem Medium 
(FCS),  serumfreiem Medium (SF) und SK-


























































Abb.8: Graphische Darstellung der 
gemittelten und normierten Ergebnisse des 
Boyden Chamber Invasionsassays nach 1,5 , 
2 und 2,5 Stunden bei vorheriger Inkubation 
mit 50 ng BMP-2, serumhaltigem Medium 
(FCS),  serumfreiem Medium (SF) und SK-








Abb.9: Graphische Darstellung der 
gemittelten und normierten Ergebnisse des 
Boyden Chamber Invasionsassays nach 1,5 , 
2 und 2,5 Stunden bei vorheriger Inkubation 
mit 50 ng BMP-2, serumhaltigem Medium 
(FCS),  serumfreiem Medium (SF) und SK-
































































































Abb.10: Graphische Darstellung der 
gemittelten und normierten Ergebnisse des 
Boyden Chamber Invasionsassays nach 1,5 , 
2 und 2,5 Stunden bei vorheriger Inkubation 
mit 50 ng BMP-2, serumhaltigem Medium 
(FCS),  serumfreiem Medium (SF) und SK-














Abb.11: Graphische Darstellung der 
gemittelten und normierten Ergebnisse 
des Boyden Chamber Invasionsassays 
nach 1,5 , 2 und 2,5 Stunden bei 
vorheriger Inkubation mit 50 ng BMP-2, 
serumhaltigem Medium (FCS),  
serumfreiem Medium (SF) und SK-BR-3-





























































































































Es konnte gezeigt werden, dass bei allen Zelllinien nach allen drei 
Auswertungszeitpunkten eine deutliche Steigerung der Invasivität durch Inkubation der 
Zellen mit BMP-2 im Vergleich zur serumfreien Kontrolle erreicht wurde. Sogar im 
Vergleich zur serumhaltigen Positivkontrolle war eine Invasivitätserhöhung  bei BT-474 
zu verzeichnen.  
Die Inkubation mit SK-BR-3–Überständen führte im Vergleich zur serumfreien 
Negativkontrolle nur zu einer geringen Erhöhung der Invasivität, die weit hinter der der 
serumhaltigen Positivkontrolle bzw. der Inkubation mit BMP-2 zurückblieb.  
Die Ausnahme hierbei war BT-20, wo eine im Vergleich zur BMP-2-Inkubation relativ 
höhere Invasivität durch Inkubation mit SK-BR-3-Überständen erzielt wurde. Dies kann 
mehrere Ursachen haben. Zum einen sind SK-BR-3-Überstände ein sehr heterogenes 
Substanzgemisch, welches durchaus proinvasive Faktoren enthält, auf die die Zelllinien 
unterschiedlich ansprechen. Zum anderen hat BT-20 im Vergleich zu den anderen 
Zelllinien einen sehr hohen BMP-2 Gehalt, welcher die Empfindlichkeit gegenüber 
exogen zugeführtem rh-BMP-2 reduzieren kann. Dafür spricht auch, dass BT-20 die 
einzige Zelllinie in den Migrationsversuchen war, die unter BMP-2 keine höhere 
Migrationsrate als unter serumhaltigen  Bedingungen zeigte. Außerdem zeigen schon 
die Postivkontrollen mit serumhaltigem Medium einen sehr hohen Ausgangswert bei 
den Zelllinien BT-20 und SK-BR-3. Sie sind die aggressivsten verwendeten Zelllinien 
und haben per se ein sehr hohes Invasionspotential, das sich nur schwer steigern läßt. 
 
Die alleinige Inkubation mit serumfreiem Überstandsmedium der Zelllinie SK-BR-3 
erhöhte die Invasivität besonders im Vergleich mit dem serumfreien 
Inkubationsmedium unter Zusatz von BMP-2 nur wenig. Um eine direkte 
Wechselwirkung von BMP-2 und SK-BR-3-Überständen zu untersuchen, wurde im 
folgenden die kombinierte Inkubation durchgeführt. 
Die Versuche wurden an der Zelllinie MCF-7 mit verschiedenen Konzentrationen 
BMP-2 (0,1; 1; 10; 50; 100; 200 und 300 ng/ml) in SK-BR-3-Überständen, 10 ng/ml 
und 100 ng/ml BMP-2 in serumfreiem Medium als Positivkontrolle und serumfreiem 
Medium als Negativkontrolle durchgeführt. Die Auswertung erfolgte nach 2 Stunden 




Im folgenden sind die gemittelten und auf die Negativkontrolle normierten Ergebnisse 












































Abb.12: Graphische Darstellung der gemittelten und normierten Ergebnisse des Boyden Chamber 
Invasionsassays der Zelllinie MCF-7 bei Auswertung nach zwei Stunden und vorheriger 
fünfstündiger Inkubation mit 0,1; 1; 10; 50; 100; 200; 300 ng BMP-2 in SK-BR-3-Medium (SB), 
10ng und 100ng BMP-2 in serumfreiem Medium als Positivkontrolle (B) und serumfreiem Medium 
als Negativkontrolle (S). 
 
Es zeigte sich, dass im Vergleich zur Positivkontrolle die kombinierte Inkubation von 
BMP-2 und SK-BR-3-Überständen eine deutliche Minderung der unter Einfluß von 
BMP-2 gesteigerten Invasivität der Zellen zur Folge hat.  
Eine gewisse Konzentrationsabhängigkeit der Mengen an zugegebenem BMP-2 mit 
einem Maximum bei 50 ng läßt sich hier vermuten. 
 
 
Zusammenfassend für die Invasions- und Migrationsversuche lässt sich sagen, dass 
BMP-2 eine chemoattraktive Wirkung auf die Zelllinien T-47-D, BT-474, BT-20 und 
MCF-7 hat und die Inkubation der Zellen mit BMP-2 zu einer Erhöhung der Invasivität 
der Zelllinien T-47-D, BT-474, BT-20, SK-BR-3 und MCF-7 führt.  
Dies war Grundlage für den dritten Teil der Studie, der sich mit dem 
molekularbiologischem Hintergrund einer erhöhten Migration und Invasion der Zellen 







Nach der 3-Schritt-Hypothese zur Invasion stellen Zelladhäsion, lokale Proteolyse und 
subsequent Migration die Schlüsselschritte der Überwindung von Basalmembran und 
Bindegewebe und somit der Metastasierung von Tumoren dar (Stettler-Stevenson, 
1993). Aufgrund dieser pathobiologischen Zusammenhänge wurde nun das 
Expressionsmuster von verschiedenen Proteasen unter Einfluß von BMP 2 untersucht. 
Mit Hilfe eines c-DNA-Microarrays wurde die Expression von 80 Proteasen in der 
Mammakarzinomzelllinie MCF-7 nach 5-stündiger und 24-stündiger Inkubation mit 
BMP-2 im Vergleich zur serumfreien Kontrolle untersucht. Dabei wurde das in den 
Vorversuchen vermutete Wirkungsmaximum von 50 ng/ml BMP-2 eingesetzt. 
Außerdem wurde eine Nullkontrolle, d.h. ein Array ohne jegliche Inkubation und somit 
einem Mediumwechsel weniger, gemacht. Die Versuche wurden jeweils zweimal 
durchgeführt. 
 
Die repräsentierten Gene und deren Belegplan auf dem c-DNA-Microarray sind in 
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Tab. 2: Belegplan der Gene der Proteasen des verwendeten cDNA-Microarrays 
Cathep.: Cathepsin, Cystat.: Cystatin, Casp.: Caspase, Emmpr: Emmprin, Ubiquit: Ubiquitin. 
 




 SF   BMP-2 
 
Abb.13: c-DNA-Microarray; beispielhafte Darstellung des eingescannten Chips eines Versuchs 




In Abbildung 13 sind zwei repräsentative Arrays nach Inkubation der Zellen mit 
serumfreiem Medium und BMP-2 dargestellt. Die rein optische Auswertung dieser 
Chips ist aufgrund der z.T. nur minimalen Intensitätsunterschiede und der 
interexperimentellen Unterschiede in der Expressionsstärke der Gene nicht möglich. 
Daher wurde zur rechnerischen Auswertung das Computerprogramm AIDA, Raytest 
GmbH, verwendet. Die Rohdaten wurden hinsichtlich der Hintergrundintensitäten 
korrigiert und die Mittelwerte von zwei korrespondierenden Signalen wurden berechnet. 
Um die Vergleichbarkeit unabhängiger Experimente herzustellen, wurden die Werte auf 
die Referenzgene, die sogenannten „housekeeping genes“ ß-Aktin, GAPDH, R13a und 
rS9, normalisiert.  
Leider konnten aufgrund von Verschmutzungen einiger Filter nicht alle Gene in beiden 
Versuchsreihen beurteilt werden, da eine genaue Messung der Expressionsstärke 
aufgrund der Verfärbungen des Hintergrundes nicht möglich war. Daher fehlen in den 
folgenden Auswertungen einige Werte. 
Bei dem Großteil der untersuchten Gene fanden sich keine Veränderungen nach 
Inkubation mit BMP-2. 
Bei einigen Genen jedoch konnte eine regulative Veränderung der Expression 









Doppelbestimmungen der korrespondierenden Punkte (jeweils zwei pro Versuch) sowie 
Änderungen der Genexpression  in die gleiche Richtung bei den zwei Versuchen. 
Außerdem wurde eine Intensitätsänderung nach Bildung des logarithmierten Quotienten 
aus BMP-2 inkubierten und serumfreien Werten von > 0,5, d.h. eine Änderung um das 
etwa 1,5-fache, und eine Änderung des Ranges um > 2 vorrausgesetzt. Die Einzelwerte 
der reproduzierbar veränderten Gene sowie einiger aufgrund der in der Literatur 
beschriebenen Daten ausgewählter Gene sind im Anhang aufgeführt.  
Im folgenden sind die Ergebnisse dieser ausgewählten Gene graphisch dargestellt.  
Dabei wurden zunächst die 5-stündige Inkubation mit BMP-2 mit der jeweiligen 

















Abb.14: Graphische Darstellung der Veränderung der Expression der Gene Cathepsin B, D, H, K, 
Cystatin C, Caspase 7 und Integrin ß4 nach 5-stündiger Inkubation mit BMP-2 im Vergleich zur 
serumfreien Inkubation bzw. im Vergleich zur 0-Stunden Serumfreikontrolle. 
  Versuch 1  Versuch 2 






































































Die hier dargestellten Grafiken enthalten jeweils drei Werte in zweifacher 
Versuchsausführung. Der unterste Wert stellt den logarithmierten Quotienten der aus 
dem Proteasenchip ermittelten Expressionswerte der einzelnen Gene nach 5-stündiger 
Inkubation mit BMP-2 und 0-stündiger serumfreier Inkubation dar. Der mittlere Wert 
ist der logarithmierte Quotient der 5-stündigen serumfreien Inkubation und der 0-
stündigen Serumfreikontrolle. Beim obersten wurde der logarithmierte Quotient aus den 
Werten nach 5-stündiger Inkubation mit BMP-2 und nach 5-stündiger serumfreier 
Inkubation gebildet. 
 
Bei Cathepsin B, D, H und K sieht man deutlich, dass die Expression nach 5-stündiger 
Inkubation mit BMP-2 im Vergleich zur Nullkontrolle erniedrigt war. Eine 5-stündige 
Inkubation mit serumfreiem Medium führte zu einer verstärkten Expression im 
Vergleich zur Nullkontrolle. Beim Vergleich der Werte nach 5-stündiger Inkubation mit 
BMP-2 bzw. serumfreiem Medium wird daher eine umso stärkere Suppression der Gene 
deutlich. 
Bei Cystatin C fanden sich in den zwei Versuchen widersprüchliche Ergebnisse einer 
Hoch- bzw. Runterregulation nach BMP-2 Inkubation im Vergleich zur serumfreien 
Kontrolle. Im Vergleich zur Nullkontrolle war die Expression der BMP-2 inkubierten 
Gene beidesmal erhöht, allerdings variierte die Regulation nach serumfreier Inkubation. 
Aufgrund der erhöhten Expression nach 5-stündiger serumfreier Inkubation im 2. 
Versuch, ist die relative Erhöhung der 5-stündigen BMP-2 Inkubation im Vergleich zur 
5-stündigen serumfreien Inkubation negativ. Eine relativ geringe Erhöhung der 








Expression nach 5-stündiger serumfreier Inkubation im Vergleich zur Nullkontrolle 
führt daher zu einer im Vergleich der 5-Stunden Werte erhöhten Expression nach 
Inkubation mit BMP-2. 
Im Fall von Caspase 7 war die Expression beim Vergleich der 5-stündigen BMP-2 
Inkubation mit der 5-stündigen serumfreien Inkubation - trotz vermeintlicher Erhöhung 
nach BMP-2 Inkubation im Vergleich zur Nullkontrolle - immer erniedrigt, da die 
Hoch- bzw. Runterregulation jeweils hinter der der vergleichbaren 5-stündigen 
Inkubation mit serumfreiem Medium zurückblieb.  
Integrin ß 4 wurde nach 5-stündiger Inkubation mit BMP-2 im Vergleich zur 5-
stündigen serumfreien Kontrolle hochreguliert. Die Veränderung ist im Vergleich zur 
Nullkontrolle nicht so deutlich, jedoch bewirkte die 5-stündige serumfreie Inkubation 
eine deutliche Reduktion der Expression. 
 
Die Auswertung der Daten nach 24-stündiger Inkubation mit BMP-2 im Vergleich zur 











Abb.15: Graphische Darstellung der Veränderung der Expression der Gene Cathepsin B, D, H, K, 
Cystatin A und C, Caspase 7 und Integrin ß4 und ß5 nach 24-stündiger Inkubation mit BMP-2 im 
Vergleich zur serumfreien Inkubation bzw. im Vergleich zur 0-Stunden Serumfreikontrolle. 
  Versuch 1  Versuch 2 

















































































































Die hier dargestellten Grafiken enthalten wieder jeweils drei Werte in zweifacher 
Versuchsausführung. Der unterste Wert stellt den logarithmierten Quotienten der aus 
dem Proteasenchip ermittelten Expressionswerte der einzelnen Gene nach 24-stündiger 
Inkubation mit BMP-2 und 0-stündiger serumfreier Inkubation dar. Der mittlere Wert 
ist der logarithmierte Quotient der 24-stündigen serumfreien Inkubation und der 0-
stündigen Serumfreikontrolle. Beim obersten wurde der logarithmierte Quotient aus den 
Werten nach 24-stündiger Inkubation mit BMP-2 und nach 24-stündiger serumfreier 
Inkubation gebildet. 
 
Bei Cathepsin B, H und K sieht man deutlich, dass die Expression nach 24-stündiger 
Inkubation mit BMP-2 im Vergleich zur Nullkontrolle erniedrigt war. Cathepsin D war 
hingegen nicht verändert bzw. leicht erhöht. Eine 24-stündige Inkubation mit 
serumfreiem Medium führte bei Cathepsin D, H und K zu einer leicht erhöhten 
Expression im Vergleich zur Nullkontrolle, bei Cathepsin B war diese leicht erniedrigt. 
Beim Vergleich der Werte nach 24-stündiger Inkubation mit BMP-2 bzw. serumfreiem 
Medium wurde bei Cathepsin B, H, K und im ersten Versuch von Cathepsin D eine 
supprimierte Expression gefunden. Im zweiten Versuch von Cathepsin D war dies nicht 
reproduzierbar. 
Die Expression von Cystatin A war nach 24-stündiger Inkubation mit BMP-2 im 
Vergleich zur 24-stündigen Serumfreikontrolle supprimiert. Wieder fanden sich erhöhte 
Expression nach 24-stündiger serumfreier Inkubation im Vergleich zur Nullkontrolle 
und erniedrigte Expression nach 24-stündiger Inkubation mit BMP-2 im Vergleich zur 
Nullkontrolle. 
Bei Cystatin C fanden sich in den zwei Versuchen widersprüchliche Ergebnisse einer 
Hoch- 
bzw. Runterregulation nach BMP-2 Inkubation. Im Vergleich zur Nullkontrolle war die 
Expression der BMP-2 inkubierten Gene beidesmal erniedrigt, allerdings variierte die 
Regulation nach serumfreier Inkubation. Im ersten Versuch war die 24-stündige 
serumfreie Inkubation erhöht, was zu einer Suppression von Cystatin C beim Vergleich 
der 24-stündigen Inkubation von BMP-2 mit der 24-stündigen serumfreien Inkubation 




Inkubation im 2. Versuch, ist die Expression der 24-stündigen BMP-2 Inkubation im 
Vergleich zur 24-stündigen serumfreien Inkubation leicht erhöht. 
Im Fall von Caspase 7 war die Expression beim Vergleich der 24-stündigen BMP-2 
Inkubation mit der 24-stündigen serumfreien Inkubation - trotz vermeintlicher 
Erhöhung nach BMP-2 Inkubation im Vergleich zur Nullkontrolle - erniedrigt, da die 
Suppression nach 24-stündiger serumfreier Inkubation im Vergleich zur Nullkontrolle 
die relative Hochregulation bei weitem überschritt.  
Integrin ß 4 wurde nach 24-stündiger Inkubation mit BMP-2 im Vergleich zur 24-
stündigen serumfreien Kontrolle hochreguliert. Im Vergleich zur Nullkontrolle war die 
Expression ebenfalls erhöht. Die 24-stündige serumfreie Inkubation führte im Vergleich 
zur Nullkontrolle zu einer deutlichen Reduktion der Expression. 
Bei Integrin ß 5 fand sich eine Suppression nach 24-stündiger Inkubation mit BMP-2 im 
Vergleich zur 24-stündigen serumfreien Inkubation. Auch im Vergleich zur 
Nullkontrolle war die Expression nach Inkubation mit BMP-2 vermindert. Die 24-
stündige serumfreie Inkubation führte nur zu einer geringen Erhöhung der Expression 
im Vergleich zur Nullkontrolle.  
Tabelle 3 gibt einen Überblick über die Richtung der Regulation der Expression der 
genannten Gene nach Inkubation mit BMP-2 im Vergleich zur Inkubation mit 
serumfreiem Medium. Dabei wurde eine logratio von > 0,5 und ein rankchange von >2 





Genname Inkub.zeit 1. Versuch 2. Versuch reprod. Änderung 
Cathepsin B 5h -1 -1 ▼ 
  24h -1   (▼) 
Cathepsin D 5h -1 -1 ▼ 
  24h -1 0  
Cathepsin H 5h -1 -1 ▼ 
  24h -1   (▼) 
Cathepsin K 5h -1 -1 ▼ 
  24h -1   (▼) 
Cystatin A 5h      
  24h 0 -1  
Cystatin C 5h 1 -1  
  24h -1 0  
Caspase 7 5h -1 -1 ▼ 
  24h -1   (▼) 
Integrin ß4 5h   1 (▲) 
  24h   1 (▲) 
Integrin ß5 5h      
  24h -1 -1 ▼ 
 
Tab. 3: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse der cDNA-Microarrays mit Richtung der 
Genregulation von Cathepsin B, D, H und K, Cystatin A und C, Caspase 7, Integrin ß 4 und ß 5 
nach 5- bzw. 24-stündiger Inkubation mit BMP-2. 
 
Aus dieser Tabelle wird deutlich, dass die Cathepsine B, D, H und K nach 5-stündiger 
Inkubation mit BMP-2 runterreguliert werden. Nach 24-stündiger Inkubation kann dies 
nicht reproduzierbar gezeigt werden.  
Für Cystatin A und C kann keine reproduzierbare Änderung der Expressivität 
festgestellt werden. Diese sind aufgrund ihrer antagonistischen Wirkung zu den 
Cathepsinen und den Beschreibungen in der Literatur in unsere Auswertung 
miteingegangen.  
Caspase 7 wird nach 5-stündiger Inkubation mit BMP-2 runterreguliert. Nach 24-




Integrin ß 4 wird nach 5- bzw. auch nach 24-stündiger Inkubation mit BMP-2 
hochreguliert. Leider fehlen auch hier aufgrund technischer Schwierigkeiten (s.o.) die 
jeweiligen Wiederholungen. 
Integrin ß 5 wird nach 5-stündiger Inkubation mit BMP-2 nicht messbar verändert 
exprimiert und nach 24-stündiger Inkubation runterreguliert.  
 
Aufgrund der aus Kostengründen limitierten Anzahl an Wiederholungen, sind diese 






Aufgrund der starken Varianz der Ergebnisse und der kleinen Anzahl an Experimenten 
des cDNA-Microarrays kann dieser nur als Screeningmethode angesehen werden. Daher 
wurde nun die Genexpression ausgewählter Proteasen, bei denen eine deutliche 
Änderung der Expression im Proteasenchip festgestellt wurde, mit RT-PCR untersucht, 
um die Reproduzierbarkeit dieser Ergebnisse durch eine zweite, unabhängige Methode 
zu prüfen. 
Die Vorbereitung der MCF-7 Zellen erfolgte unter den gleichen Bedingungen wie bei 
der Arraymethode. Die Zellen wurden jeweils 5 bzw. 24 Stunden mit 50 ng BMP-2 
bzw. mit serumfreiem Medium inkubiert.  
Die PCR erfolgte mit Primern folgender Proteasen: Cathepsin B, Cathepsin D, 
Cathepsin H, Cathepsin K, Cystatin A, Cystatin C, Caspase 7, Integrin beta 4 und 
Integrin beta 5. 
Die Versuche wurden jeweils zweimal durchgeführt. 
    
Nachweis und Analyse der PCR-Produkte erfolgten mittels eines Agarose-Gellaufs. 
Nach der Gelelektrophorese erfolgte die Dokumentation der Banden mit einem 
Videokamera-gestütztem Computersystem. Die Intensität der Banden als Maß für den 




gewonnenen Werte wurden mit Hilfe einer Eichkurve korrigiert und anschließend auf 
den jeweiligen, ebenfalls korrigierten Aktin-Wert bezogen. Dies erlaubte einen direkten 
Vergleich der unterschiedlichen Versuche. Veränderungen der Genexpression nach 
Inkubation mit BMP-2 für 5 bzw. 24 Stunden konnten gegenüber der serumfreien Probe 
ermittelt werden, indem aus den auf den ß-Aktin-mRNA-Gehalt gemittelten Werten ein 











Bei einer Zunahme des mRNA-Gehaltes in der inkubierten Kultur gegenüber der 
serumfreien Kontrollkultur ergab sich ein Q > 1, wohingegen Q < 1 für eine 
Verringerung des mRNA-Gehaltes durch die Inkubation sprach. Ein Quotient Q = 1 
sprach für keinen messbaren Unterschied zwischen dem mRNA-Level der inkubierten 
Kultur im Vergleich zur Kontrollkultur.  
 
Die Einzelwerte sind im Anhang tabellarisch aufgeführt. Die folgenden Grafiken zeigen 
die gelelektrophoretisch aufgetrennten PCR-Produkte und die Ergebnisse der PCR-
Daten nach Auswertung der Banden mit dem Programm LabImage und Normalisierung 
der Absolutwerte auf Aktin (Abb.16). Dargestellt sind die Quotienten aus Inkubation 
mit BMP-2 und serumfreier Inkubation für 5 bzw. 24 Stunden der zwei Versuchsreihen. 
Dabei wurde eine minimale Änderung der Expression, d.h. Regulation von BMP-2, von 
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Abb.16: Gelläufe der PCR-Produkte von Cathepsin B, D, H und K, Cystatin A und C, Caspase 7, 
Integrin ß 4 und ß 5 und Aktin und graphische Darstellung der mit dem Programm LabImage 
ausgewerteten und auf Aktin korrigierten Ergebnisse für die untersuchten Proteasen. Dargestellt 
sind die Quotienten aus Inkubation mit BMP-2 über 5 bzw. 24 Stunden und serumfreier Probe. 










































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Da die Versuche jeweils nur zweimal durchgeführt wurden, ist eine 
Standardabweichung bzw. eine Signifikanz auch hier nicht zu berechnen. Wir legten 
daher eine minimale Änderung des mRNA-Gehaltes, mit anderen Worten der 
Genexpression, von > 5 % (0,05) fest. 
Daraus ergab sich für die Cathepsine D, H und K eine deutliche Verminderung des 
mRNA-Gehaltes nach 5-stündiger Inkubation mit BMP-2. Bei Cathepsin B konnte die 
gefundene Verminderung im 2. Versuch nicht reproduziert werden. Nach 24-stündiger 
Inkubation konnten jeweils im ersten Versuch verminderte RNA-Level bei Cathepsin H 
und K gezeigt werden. Dies ließ sich im zweiten Versuch wie auch für die Gene 
Cathepsin B und D nicht bestätigen.  
Cystatin A fanden wir im ersten Versuch sowohl nach 5-stündiger als auch nach 24-
stündiger Inkubation mit BMP-2 erniedrigt. Die Wiederholung konnte eine 
Veränderung > 5 % weder für 5 noch für 24 Stunden zeigen. Auch für Cystatin C 
konnten mittels PCR kein veränderter RNA-Gehalt nach Inkubation mit BMP-2 
nachgewiesen werden.  
Für Caspase 7 ließen sich erniedrigte RNA-Level nur im ersten Versuch nach 24-
stündiger Inkubation mit BMP-2 zeigen. Die Wiederholung und die Auswertung der 5-




















































Eine reproduzierbare Erhöhung des mRNA-Gehaltes nach 5-stündiger Inkubation mit 
BMP-2 fanden wir für Integrin ß 4. Nach 24 Stunden fanden wir nach den von uns 
festgelegten Kriterien keine Veränderungen mehr.  
Integrin ß 5 zeigte in den ersten Versuchen eine Verminderung der RNA-Level. Dies 
konnte jedoch weder für die 5 noch für die 24 Stunden Inkubation reproduziert werden. 
 
Tabelle 4 gibt einen Überblick über die Richtung der Regulation der Expression der 
genannten Gene nach Inkubation mit BMP-2.  
 
 
Genname Inkub.zeit 1. Versuch 2. Versuch reprod. Änderung 
Cathepsin B 5h -1 0  
 24h 0 0  
Cathepsin D 5h -1 -1 ▼ 
 24h 0 0  
Cathepsin H 5h -1 -1 ▼ 
 24h -1 0  
Cathepsin K 5h -1 -1 ▼ 
 24h -1 0  
Cystatin A 5h -1 0  
 24h -1 0  
Cystatin C 5h 0 0  
 24h 0 0  
Caspase 7 5h 0 0  
 24h -1 0  
Integrin ß4 5h 1 1 ▲ 
 24h 0 0  
Integrin ß5 5h -1 0  
 24h -1 0  
 
Tab. 4: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse der PCR-Versuche mit Richtung der 
Genregulation von Cathepsin B, D, H und K, Cystatin A und C, Caspase 7, Integrin ß 4 und ß 5 





Die Tabelle zeigt, dass Cathepsin D, H und K nach 5-stündiger Inkubation mit BMP-2 
im Vergleich zur serumfreien Kontrolle reproduzierbar runterreguliert werden und 
Integrin ß 4 nach 5-stündiger Inkubation mit BMP-2 hochreguliert wird. Für die anderen 
Gene bzw. anderen Inkubationszeiten kann aufgrund fehlender Reproduzierbarkeit der 
Ergebnisse keine Aussage getroffen werden. 
 
Zusammenfassend lässt sich für die c-DNA-Microarray und PCR-Daten sagen, dass die 
Inkubation mit BMP-2 bei dem Großteil der untersuchten Proteasen zu keiner 
signifikanten Änderung der Expressionsstärke führt. Die Proteasen Cathepsin D, H und 
K sowie Integrin ß 4 finden sich dennoch reproduzierbar verändert. Die biologische 







Ziel der Untersuchungen war zum einen die Funktion von BMP-2, welches eine 
verstärkte Expression in verschiedenen Tumorgeweben im Vergleich zum 
korrespondierenden Normalgewebe zeigt, hinsichtlich des komplexen Geschehens der 
Metastasierung weiter zu erklären, zum anderen aber auch den molekularbiologischen 
Hintergrund bzw. die Wirkungweise hinsichtlich der Beteiligung von Proteasen zu 
erforschen. 
Wie in der Einleitung beschrieben, ist die Entstehung bzw. die Progression von 
Tumoren ein mehrschrittiger Prozeß, der Mutation und Selektion von Zellen mit 
gesteigerter Kapazität für  
Proliferation, Überleben und Metastasierung umfaßt. Von besonderer Bedeutung 
speziell für die Bildung von Tochtergeschwüren sind dabei die Migration und die 
Invasion von Tumorzellen. Am Anfang der metastatischen Kaskade steht die 
Tumorzellmigration, durch die die Zellen ihren Ursprungsort verlassen können und 
Zugang zum Lymphsystem bzw. Blutkreislauf bekommen. Um die Vorwärtsbewegung 
zu erreichen, koppeln die Zellen lokale Proteolyse mit koordinierter und zeitlich 
limitierter Adhäsion und Deadhäsion. Dies wird durch verschiedene 
Wachstumsfaktoren, u.a. auch BMP-2, vermittelt und durch die Wirkung verschiedener 
Proteasen mitrealisiert. Diese fördern nicht nur Wachstum und Motilität der Zellen 
sondern auch Invasion durch Lyse extrazellulärer Matrixkomponenten. Außerdem 
wirken sie bei der Angiogenese mit und spielen eine maßgebliche Rolle bei der 
Verhinderung der Apoptose, dem programmierten Zelltod.  
 
In unseren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass BMP-2 sowohl die Migration 
als auch die Invasivität von Brustkrebszellen in vitro steigert.  
 
BMPs sind bereits als chemoattraktive Faktoren für viele Zelltypen, z. B. Monozyten, 
Osteoblasten, Lungenkrebszellen, etc., beschrieben worden (Cunningham et al., 1992; 




Brustkrebszelllinien MCF-7, BT-20, BT-474 und T-47-D unter Einfluß von BMP-2 in 
vitro stärker migrieren.  
Am ausgeprägtesten war dies bei T-47-D und BT-20 festzustellen. Sogar im Vergleich 
zur Positivkontrolle war die chemotaktische Potenz unter Inkubation mit BMP-2 in den 
Zelllinien T-47-D, BT-474 und MCF-7 erhöht.  
Dabei fiel auf, dass bei T-47-D die Wirkung von BMP-2 unabhängig von der 
Konzentration etwa gleich war. Bei BT-20 und MCF-7 konnte man eine deutliche 
Steigerung der Migration von 1 bis 50 ng/ml BMP-2 sehen. Im Gegensatz dazu fanden 
wir bei BT-474 die höchste migratorische Aktivität bei der niedrigsten Konzentration 
BMP-2, nämlich 1 ng/ml.   
Das unterschiedliche Ansprechen auf verschiedene Konzentrationen des zugesetzten 
Wachstumsfaktors kann verschiedene Ursachen haben. Zum einen ist die 
Eigenwanderung der Zelllinien unterschiedlich stark ausgeprägt und somit 
steigerungsfähig. Zum anderen ist die Rezeptorausstattung, d.h. Komposition, Präsenz 
an der Zelloberfläche und auch die Expression der BMP-Rezeptoren, verschieden (Nohe 
et al.,2002). Möglicherweise spielen auch Konkurrenzen um die Rezeptorbindung eine 
Rolle. Auch der Eigengehalt an BMP-2 ist sehr unterschiedlich, was ebenfalls Einfluß 
auf  die Wirkung von künstlich zugesetztem BMP-2 haben könnte (Schwalbe et al., 
2000).   
 
Die ebenfalls untersuchte Zelllinie SK-BR-3 zeigte andere Ergebnisse. Es fanden sich 
im Vergleich zur Negativkontrolle eher erniedrigte Zellzahlen. Der promigratorische 
Einfluß von BMP-2 wurde für diese Zelllinie nicht bestätigt.  
Möglicherweise produzieren SK-BR-3 Zellen einen antagonistischen Faktor, der die 
Wirkung von BMP-2 hemmt. Expressionsprofile von verschiedenen BMPs zeigten in 
der Zelllinie SK-BR-3 im Vergleich zu den anderen untersuchten Zelllinien eine erhöhte 
Expression von BMP-3 (Schwalbe et al., 2000). Eine gegensätzliche Wirkweise dieser 
beiden Wachstumsfaktoren wird in der Literatur vermutet. Daluiski et al. stellten die 
Hypothese auf, dass BMP-3 ein potentieller Antagonist von BMP-2 sein könnte 
(Daluiski et al., 2001). Ob BMP-3 verantwortlich für das veränderte Reaktionsverhalten 
von SK-BR-3 ist, ist jedoch noch nicht geklärt und zur Zeit Gegenstand weiterer 




Generell fanden wir eine breite Streuung der absoluten Zellzahlen bei der 
mikroskopischen Auswertung der Transwell-Migrations-Assays. Die unterschiedlichen 
Zellzahlen sprechen zum einen für die unterschiedliche chemotaktische Potenz der 
Zelllinien und der Fähigkeit zur Adhäsion an der Filtermembran, zum anderen aber 
auch für die versuchsbedingte Varianz der Ergebnisse, welche durch die Komplexität 
des Versuchsansatzes bedingt ist. Daher haben wir die Einzelergebnisse der einzelnen 
Versuchsreihen gemittelt und auf die Negativkontrolle normalisiert, um diese 
statistischen Fehler zu minimieren. Da aufgrund des zeitlichen Aufwands der Versuche 
nur drei Wiederholungen gemacht wurden, lassen sich keine statistischen Signifikanzen 
berechnen. Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse auch vor dem Hintergrund früherer 
Untersuchungen in unserem Labor (unveröffentlichte Ergebnisse) sprechen jedoch für 
die Richtigkeit dieser Aussagen. 
Der Einfluß von BMP-2 auf das invasive Potential der Zelllinien MCF-7, BT-20, BT-
474, T-47-D und SK-BR-3 wurde mit dem Boyden Chamber Assay untersucht (Albini 
et al., 1987; Sieuwerts et al., 1997). Die Besonderheit bei diesem Versuchsansatz 
bestand darin, das rekombinante BMP-2 nicht wie von anderen Arbeitsgruppen 
praktiziert in der unteren Kammer zuzusetzen, sondern die Zellen mit diesem 
Wachstumsfaktor vorzuinkubieren. Dabei zeigte sich nach einer 5-stündigen Inkubation 
mit BMP-2 eine deutliche Steigerung der Invasivität der Zellen bei allen untersuchten 
Zelllinien.  
Die Inkubation mit SK-BR-3–Überständen führte im Vergleich zur serumfreien 
Negativkontrolle nur zu einer geringen Erhöhung der Invasivität, die weit hinter der der 
serumhaltigen Positivkontrolle bzw. der Inkubation mit BMP-2 zurückblieb.  
Die Ausnahme hierbei war BT-20, wo eine im Vergleich zur BMP-2-Inkubation relativ 
höhere Invasivität durch Inkubation mit SK-BR-3-Überständen erzielt wurde. Dies kann 
mehrere Ursachen haben. Zum einen sind SK-BR-3-Überstände ein sehr heterogenes 
Substanzgemisch, welches durchaus proinvasive Faktoren enthält, auf die die Zelllinien 
unterschiedlich ansprechen. Zum anderen hat BT-20 im Vergleich zu den anderen 
Zelllinien einen sehr hohen BMP-2 Gehalt, welcher die Empfindlichkeit gegenüber 
exogen zugeführtem rh-BMP-2 reduzieren kann. Dafür spricht auch, dass BT-20 die 
einzige Zelllinie in den Migrationsversuchen war, die unter BMP-2 keine höhere 




die Postivkontrollen mit serumhaltigem Medium einen sehr hohen Ausgangswert bei 
den Zelllinien BT-20 und SK-BR-3. Sie sind die aggressivsten verwendeten Zelllinien 
und haben per se ein sehr hohes Invasionspotential, das sich nur schwer steigern läßt. 
 
Wie bei den Transwell-Migrations-Assays zeigten sich auch bei der mikroskopischen 
Auswertung der Boyden Chamber Membranen versuchsbedingt und durch die 
unterschiedliche Adhäsions- bzw. Invasionsfähigkeit der Zelllinien starke 
Schwankungen in Bezug auf die absoluten Zellzahlen. Dies wurde ebenfalls durch 
Mittelung der Einzelergebnisse und Normalisierung auf die Negativkontrolle versucht 
zu kompensieren. 
 
Aufgrund der bei der Auswertung der Migrations-Assays aufgestellten Hypothese eines 
von der Zelllinie SK-BR-3 produzierten, antagonistisch zu BMP-2 wirkenden Faktors, 
führten wir zusätzlich zur Positiv- und Negativkontrolle eine weitere Inkubation durch. 
Dabei verwendeten wir von der Zelllinie SK-BR-3 nach 24-stündiger serumfreier 
Inkubation gewonnene Zellkulturüberstände. Bei allen Zelllinien zeigte sich eine im 
Vergleich zur Inkubation mit BMP-2 deutlich verminderte Invasivität der Zellen. Auch 
die Untersuchung der kombinierten Inkubation von SK-BR-3-Überständen mit BMP-2 
zeigte eine deutliche Hemmung der durch alleinige Inkubation mit BMP-2 gesteigerten 
Invasivität. 
Die Bedeutung dieser Ergebnisse und die Verfolgung der aufgestellten Hypothese eines 
von SK-BR-3 produzierten, BMP-2 antagonistischen Faktors bzw. dessen 
Identifizierung sind derzeit Bestandteil weiterer Untersuchungen in unserem Labor. 
 
Die klinische Relevanz einer erhöhten Migrations- und Invasionsfähigkeit von 
Tumorzellen ist hinsichtlich der Ausbildung von Tochtergeschwüren unstrittig. Der 
Prozeß der Metastasierung ist allerdings bis heute nicht abschließend erklärt. Die 
Hydrolyse von extrazellulärer Matrix gilt als zentraler Mechanismus (Duffy, 1992; 
Edwards et Murphy, 1998; Sameni et al., 2000). Dabei wurden drei Gruppen von 
Proteinasen gefunden, v.a. Serin-, Thiol- und Metalloproteinasen, welche von 
Tumorzellen sezerniert werden und verantwortlich für die proteolytische Kaskade 




Klassifikation, Prognose und Therapie maligner Tumoren sind diverse Proteasen nun 
Bestandteil zahlreicher Untersuchungen. Hier spielen vor allem Veränderungen der 
Expression und Aktivität der Proteasen und ihrer Inhibitoren in malignen Tumoren eine 
Rolle.  
Dabei hat sich die Expressionsanalyse mittels cDNA-Microarrays als sehr wertvoll 
hinsichtlich der Tumorbiologie, des Phänotyp und der Prognose erwiesen (Hedenfalk et 
al., 2001; Sorlie et al., 2001; West et al., 2001; van´t Veer et al., 2002;). Diese 
Technologie erlaubt einen schnellen Durchlauf vieler Gene mit wenigen Proben. Die 
Ergebnisse müssen allerdings durch andere Methoden bestätigt werden. Vor allem die 
Analyse der Daten bietet zahlreiche Fehlerquellen. Die optische Auswertung mit dem 
menschlichen Auge ist aufgrund der zum Teil sehr geringen Intensitätsunterschiede 
nicht möglich und daher einer Computersoftware überlassen, welche die Intensitäten der 
vom Scanner generierten Bilder misst. Störfaktoren, wie zum Beispiel unregelmäßige 
Färbung, d.h. Intensität, des Hintergrundes, z.B. durch Verunreinigungen der 
Filtermembranen, sind zu einem gewissen Teil zu berücksichtigen, aber nicht 
vollständig kompensierbar. Sensitivität und Spezifität der Microarraytechnologie sind 
im Großen und Ganzen gut. Die Zuverlässigkeit der Ergebnisse wurde durch 
Vergleichsuntersuchungen mit dem NorthernBlot bestätigt. Allerdings bleibt das 
Problem der Unterschätzung von Expressionswerten durch limitierte Detektion im 
Sättigungsbereich, sowie der nicht-linearen Bindungskurven der Proben (DeRisi et al., 
1996; Cheung et al., 1999; Khan et al., 1999). Durch generell unterschiedliche 
Intensitätsniveaus der einzelnen Filter, muß eine Normalisierung z.B. auf Referenzgene, 
sogenannte „housekeeping genes“, erfolgen, um die Ergebnisse der einzelnen Versuche 
vergleichen zu können (Gerhold et al., 1999). Außerdem werden post-translationale 
Modifikationen, welche die Proteinexpression und –funktion beeinflussen, bei der 
RNA-Expressionsanalyse nicht berücksichtigt (Korkola et al., 2003). Neben diesen 
wissenschaftlichen Grenzen dieser Methode sind auch die  Kosten als limitierender 
Faktor zu erwähnen (Kurian et al., 1999).  
Wir haben in Zusammenarbeit mit dem Institut für Biochemie das Expressionsmuster 
von 80 verschiedenen Proteasen mit dem Proteasen-cDNA-Microarray untersucht. 
Dabei verwendeten wir Zellen der Mammakarzinomzelllinie MCF-7, welche ein bereits 




auf den Einfluß von Wachstumsfaktoren darstellen (Dickson et Lippman, 1995). Wir 
verglichen die Expression dieser 80 Gene nach Inkubation der Zellen mit 50 ng BMP-2 
mit den serumfreien Kontrollen nach 0-, 5- und 24-stündiger Inkubation. Aufgrund der 
bisher in der Literatur beschriebenen dosis- und zeitabhängigen Wirkung von BMP-2, 
wählten wir diese Konzentration und diese zwei Inkubationszeiten (Cunningham et al., 
1992; Varghese et Canalis, 1997; Clement et al., 2000; Palosaari et al., 2003; Waite und 
Eng, 2003). Der zusätzliche 0-Stunden-Wert  wurde sozusagen als Negativkontrolle 
mitgeführt. Zu einer veränderten Expression kann es nämlich schon kommen, weil der 
Mediumwechsel eine mechanische Belastung für die Zellen darstellt. Außerdem ändert 
sich das umgebende Milieu. Autokrine Faktoren der inkubierten Zellen werden beim 
Mediumwechsel entfernt und der Gradient bzw. die Konzentration dieser Faktoren muß 
sich erst wieder aufbauen. 
 
Die rechnerische Auswertung erfolgte mit dem Computerprogramm AIDA, Raytest 
GmbH. Die Rohdaten wurden hinsichtlich der Hintergrundintensitäten korrigiert und 
die Mittelwerte von zwei korrespondierenden Signalen berechnet. Um die 
Vergleichbarkeit unabhängiger Experimente herzustellen, wurden die Werte auf die 
Referenzgene, die sogenannten „housekeeping genes“ ß-Aktin, GAPDH, R13a und rS9, 
normalisiert.  
Leider konnten aufgrund von Verschmutzungen einiger Filter nicht alle Gene in beiden 
Versuchsreihen beurteilt werden, da eine genaue Messung der Expressionsstärke 
aufgrund der Verfärbungen des Hintergrundes nicht möglich war.  
Voraussetzung für eine regulative Veränderung der einzelnen Gene waren vergleichbare 
Ergebnisse aus den Doppelbestimmungen der korrespondierenden Punkte (jeweils zwei 
pro Versuch) sowie Änderungen der Genexpression  in die gleiche Richtung bei den 
zwei Versuchen. Außerdem wurde eine Intensitätsänderung nach Bildung des 
logarithmierten Quotienten aus BMP-2 inkubierten und serumfreien Werten von > 0,5, 
d.h. eine Änderung um das etwa 1,5-fache, und eine Änderung des Ranges um > 2 
vorausgesetzt.  
Diese stringenten Kriterien sind aufgrund der inherenten Variabilität der cDNA-
Hybridisierungssignale notwendig. Besonders wenn Gene zu sehr geringen Leveln 




Expression aufgrund der Einschränkungen der Evaluation der Signale. Außerdem 
scheint es möglich, dass sehr hohe Signalintensitäten unterschätzt werden. So könnten 
auch Unterschiede, welche unsere Einschlusskriterien nicht erfüllen, signifikante 
Änderungen der Genexpression bedeuten. Des Weiteren bleibt natürlich das Problem, 
dass in manchen Fällen auch nur minimale Änderungen der mRNA Level biologisch 
relevant sein können. 
 
Die Analyse der so gewonnenen Daten lässt dabei vermuten, dass die meisten Gene mit 
und ohne Inkubation mit BMP-2 zu gleichen Leveln exprimiert werden. Einige der 
Proteasen fanden wir dennoch reproduzierbar verändert.  
Die dabei gefundenen Ergebnisse wurden durch eine zweite, unabhängige Methode 
überprüft. Die PCR stellt ein geeignetes Verfahren dar, um den RNA-Gehalt unter 
gleichen Bedingungen wie bei dem Arrayverfahren zu bestimmen. Eine Verunreinigung 
der in der PCR eingesetzten cDNA mit genomischer DNA konnte dabei nie völlig 
ausgeschlossen werden. Die für die Genamplifikation benutzten Primer wurden daher so 
ausgewählt, daß sie stets in unterschiedlichen Exons plaziert waren. So wären die von 
der genomischen DNA entstehenden Amplifikationsprodukte weitaus größer 
ausgefallen und man hätte sie leicht von den aus cDNA generierten PCR-Produkten 
unterscheiden können. Zur weiteren Auswertung wurden die Proben densitometrisch 
vermessen und anhand der jeweiligen Menge ß-Aktin standardisiert. Wie gesagt, es 
können auch geringe Änderungen des mRNA-Gehalts biologisch relevant sein. 
Deswegen ist es durchaus möglich, dass bei zu hohen Signalintensitäten Veränderungen 
in der Genexpression sogar noch unterschätzt werden. Um diesem Fehler entgegen zu 
wirken, der vor allem auftritt, wenn die Taq-Polymerase nicht mehr im linearen Bereich 
arbeitet, wurden die densitometrisch bestimmten Flächeninhalte der PCR-Banden 
anhand einer mit Aktin-Standards hergestellten Eichkurve korrigiert. Durch die 
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse, auch unter Berücksichtigung der mit dem 
Microarray gewonnenen Ergebnisse der Veränderungen der mRNA-Expression, lassen 
sich richtungsweisende Trends beschreiben. Eine weitere Verfolgung der gewonnenen 
Hinweise mit anderen Methoden, z.B. Western-Blots oder Enzymaktivitätsmessungen, 




Im folgenden werden die von uns mittels cDNA-Microarray und PCR erhobenen Daten 
der veränderten RNA-Expression der Proteasen einzeln diskutiert.   
 
Schon in den frühen achtziger Jahren wurden Proteasen mit dem Prozeß der 
Metastasierung in Verbindung gebracht und im einzelnen auf ihre Wirkung und ihren 
Nutzen im Hinblick auf Prognose und Therapie maligner Tumoren untersucht. 
Cathepsin B, welches ursprünglich als lysosomale Cystein-Protease entdeckt wurde, 
aber gleichfalls auch eine wichtige Matrixprotease ist, wurde schon 1982 als potentieller 
Marker für metastatisches Potential in Melanomzellen beschrieben (Sloane et al., 1982).  
Erhöhte Expressionslevel und Aktivität von Cathepsin B sind mittlerweile bei vielen 
Tumoren und Tumorzelllinien, z.B. Kolorektalkarzinome, Magenkarzinome, 
Hepatozelluläre- und Cholangiokarzinome, Melanome und Mammakarzinome, 
beschrieben worden (Watanabe et al., 1987; Watanabe et al., 1989; Qian et al., 1989; 
Murnane et al., 1991; Lah et al., 1992b; Scaddan und Dufresne, 1993; Campo et al., 
1994; Sukoh et al., 1994; Terada et al., 1995; Herszenyi et al., 1999; Russo et al., 2000; 
Olszewska et al., 2001). 
Bei Brustkrebszellen ist auch eine prognostische Signifikanz für Cathepsin B im Sinne 
eines Indikators der Tumorprogression beschrieben. Dabei fanden Foekens et al. eine 
positive Korrelation zum Lymphknotenstatus und zur Rezidiv- und Sterberate sowie 
eine negative Korrelation zum Rezeptorstatus. Keine Korrelation wurde gefunden für 
die Parameter Alter der Patienten, Menopause und Tumorgröße (Foekens et al., 1998). 
Andere Arbeitsgruppen fanden keine bzw. negative (Gabrijelcic et al., 1992a) 
Korrelationen bezüglich des Lymphknoten- und des Rezeptorstatus, aber ebenfalls eine 
signifikante Erhöhung der Rezidivrate sowie eine Verkürzung der Überlebenszeit bei 
erhöhten Expressionsleveln von Cathepsin B (Thomssen et al., 1995; Maguire et al., 
1998; Lah et al., 2000a+b). Bervar et al. fanden, dass die Cathepsin B Expression in 
Mammakarzinomzelllinien der in-vitro Invasivität dieser Zellen entspricht (Bervar et 
al., 2003). 
Der Einfluß von BMP-2 auf die Cathepsin B Expression in Mammakarzinomzellen 
wurde bisher noch nicht untersucht. Wir fanden eine erniedrigte Expression von 
Cathepsin B nach 5-stündiger Inkubation mit BMP-2. Diese konnte allerdings mit der 




BMP-2 zeigte weder im Proteasenchip noch in der PCR Änderungen der 
Genexpression. 
 
Die in den Boyden-Chamber und Transwellversuchen gefundenen Erhöhungen der 
Invasivität bzw. der Migration der Mammakarzinomzellen nach Inkubation mit BMP-2 
würden vor dem Hintergrund der oben erwähnten Literatur eher eine Erhöhung der 
Proteasen vermuten lassen.  
Ausgehend von der Hypothese, dass Tumorinvasion durch ein Ungleichgewicht 
zwischen den Proteasen und ihren Inhibitoren zustande kommt, müssen natürlich auch 
die Gegenspieler untersucht werden. In normalem Gewebe wird die Funktion von 
Cathepsin B streng durch die Cystein-Proteasen-Inhibitoren Stefin A und Cystatin C 
kontrolliert (Kane und Gottesman, 1990; Sloane, 1990; Sloane et al., 1990a+b). 
Besonders Cystatin C ist bekannt als der stärkste Inhibitor von Cathepsin B mit einer 
sehr niedrigen Inhibitionskonstante von 0,25 (Barrett et al., 1984). Yano et al. konnten 
zeigen, dass Cystatin C relativ zu Cathepsin B in humanen Brustkrebszellen erniedrigt 
war. Ein Vergleich der Genexpressionen zum Normalgewebe erbrachte keine 
signifikanten Ergebnisse. Auch wurden keine Korrelationen zwischen Cathepsin B und 
Cystatin C Expressionen in bezug auf Histologie, Lymphknotenstatus, Tumorgröße und 
Hormonstatus gefunden (Yano et al., 2001). 
Wir fanden Cystatin C nach 5- und 24-stündiger Inkubation mit BMP-2 weder im 
cDNA-Microarray noch in der PCR reproduzierbar verändert. Im Vergleich zu 
Cathepsin B also nach 5-stündiger BMP-2-Inkubation eher erhöht. 
Die Expression von Proteinaseinhibitoren, Cystatin A, B und C, in Brustkrebszellen 
sowie im benachbarten Bindegewebe wurde schon 1989 von Kolar et al. beschrieben 
(Kolar et al., 1989). Lah et al. fanden eine Verminderung der totalen inhibitorischen 
Aktivität von Cysteinproteinaseinhibitoren in Tumorgewebe im Vergleich zu 
Normalgewebe (Lah et al., 1992a). Klinische Untersuchungen von Cathepsinen und 
ihren endogenen Inhibitoren konnten in den folgenden Jahren eine prognostische 
Relevanz der Expression dieser Moleküle in verschiedenen Tumoren in bezug auf die 
Überlebenszeit der Patienten zeigen (Kos et Lah, 1998). Eine direkte Korrelation 




und dem tumorbedingtem Tod wurde von Kuopio et al. beschrieben (Kuopio et al., 
1998). 
Wir fanden auch die Expression von Cystatin A nach 5- und 24-stündiger Inkubation 
mit BMP-2 weder im cDNA-Microarray noch in der PCR reproduzierbar verändert. 
Allerdings ist wahrscheinlich eher das schon angesprochene Ungleichgewicht der 
Proteasen und ihrer korrespondierenden Inhibitoren von Bedeutung als die messbare 
Richtung der Regulation. Außerdem spiegeln wie gesagt die Expressionslevel auf 
mRNA-Ebene nicht notwendigerweise die letztendliche Aktivität der produzierten 
Proteine wieder.  
 
Eine Schlüsselrolle in der proteolytischen Kaskade, welche zu Invasion und 
Metastasierung führt, spielt auch Cathepsin D. Die Aspartylprotease wurde 1989 von 
zwei unabhängigen Arbeitsgruppen durch erhöhte Konzentrationen im Tumorgewebe 
mit einer kürzeren Überlebenszeit von Brustkrebspatienten assoziiert (Spyratos et al., 
1989; Thorpe et al., 1989). Seitdem sind erhöhte Expressionslevel von Cathepsin D in 
Tumoren immer wieder in der Literatur beschrieben und mit verschiedenen 
prognostischen Merkmalen korreliert worden. Übereinstimmend fanden sich eine 
reduzierte tumorfreie Zeit und eine verkürzte Überlebenszeit (Tandon et al., 1990; 
Ferrandina et al., 1997; Kute et al., 1998; Foekens et al., 1999; Leto et al., 2004;). Zum 
Teil widersprüchliche Aussagen fanden sich über Korrelationen zum Tumorstadium, 
histologischer Differenzierung, Lymphknotenstatus, Rezeptorstatus oder Alter der 
Patienten (Barbi et al., 1994; Castiglioni et al., 1994; Lah et al., 2000a+b; Zheng et al., 
2002; Ioachim et al., 2003). Der genaue Wirkungsmechanismus, durch den die 
Tumorprogression erreicht wird, ist noch unklar. Beschrieben sind allerdings eine durch 
erhöhte Expressionslevel verstärkte  Invasivität und Angiogenese sowie 
Tumorwachstum und Metastasierung (Rochefort et al., 1992a+b; Rochefort et al., 1998; 
Olzewska et al.; 2001; Premzl et al., 2001; Berchem et al., 2002; Glondu et al., 2002). 
Gegensätzliche Ergebnisse lieferten Untersuchungen von Johnson et al., welche keine 
Korrelationen zwischen Cathepsin D Sekretion und Boyden Chamber Invasivität finden 
konnten. Die Expressionslevel zeigten in vivo und in vitro eher eine inverse Korrelation 




Unsere Ergebnisse zeigten eine sowohl im cDNA-Microarray als auch in der PCR 
reproduzierbare Runterregulierung der Cathepsin D Expression durch 5-stündige 
Inkubation mit BMP-2. Nach 24 Stunden zeigten sich keine reproduzierbaren 
Veränderungen. Wie oben erwähnt, können diese Methoden nur Veränderungen auf der 
mRNA-Ebene aufzeigen. Eine Aussage über die Aktivität der Protease kann dabei nicht 
getroffen werden.  
 
Die Aktivität hängt dabei nicht nur von der Expression des entsprechenden Gens ab. 
Dieses codiert nämlich zunächst für den Precursor, pro-Cathepsin D, welches keine 
proteolytische Aktivität hat. Allerdings wird es durch eine saure Umgebung aktiviert. 
Dabei ist das extrazelluläre Milieu in soliden Tumoren generell saurer als in 
Normalgewebe (Griffiths, 1991) bzw. haben Brustkrebszelllinien in vitro ein hohes 
Potential, das extrazelluläre Milieu anzusäuern (Montcourrier et al., 1997). Auch eine 
endosomale Maturation in vivo in benachbarten Tumorzellen oder Bindegewebe wird 
diskutiert (Laurent-Matha et al., 1998). Erhöhte Expressionslevel des Precursors sind 
mit einer schlechten Prognose bei Mammakarzinompatienten korreliert worden (Thorpe 
et al., 1989).  
Der Einfluß von Wachstumsfaktoren auf die Expression dieses Gens wurde bisher noch 
nicht untersucht. Die von uns gefundenen Ergebnisse einer verminderten Expression 
nach Inkubation mit dem proinvasiven Faktor BMP-2 müssen aber auch hier im 
Zusammenhang mit einer eventuellen Dysbalance zwischen Proteasen und Inhibitor 
sowie einer eventuell von der Expressionsstärke auf mRNA-Ebene abweichenden 
Aktivität gesehen werden.  
 
Von allen Cathepsinen ist Cathepsin K in Osteoklasten am stärksten exprimiert. Da es 
extrazelluläre Matrix einschließlich Knochenmatrixproteinen abbauen kann, ist es 
möglich, dass Cathepsin K zum invasiven Potential von Brustkrebszellen beiträgt, 
insbesondere hinsichtlich der Knochenmetastasierung. Die Expression von Cathepsin K 
in invasiven Brustkrebszellen, allerdings in einer niedrigeren Intensität als in 
Osteoklasten, wurde erstmals von Littlewood-Evans et al. beschrieben (Littlewood-




Expression von Cathepsin K in den Brustkrebszelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 
(Ishibashi et al., 1999).  
Wir konnten die Expression von Cathepsin K in der Brustkrebszelllinie MCF-7 sowohl 
mittels cDNA-Microarray als auch mit PCR nachweisen. Nach 5-stündiger Inkubation 
mit BMP-2 fanden wir dabei eine reproduzierbar verminderte Expression. Nach 
Inkubation für 24 Stunden konnte dies nicht mehr gezeigt werden. 
Kaneko et al. konnten im Rahmen von Untersuchungen der Knochenresorption unter 
Einfluß verschiedener BMPs eine signifikante Erhöhung der mRNA Expression von 
Cathepsin K durch BMP-2 in Osteoklasten zeigen (Kaneko et al., 2000). Da BMPs 
unterschiedliche Wirkungen auf verschiedene Zelltypen haben, ist eine differentielle 
Regulierung der Genexpression nicht nur möglich, sondern auch wahrscheinlich. 
Dennoch kann hier keine Aussage über die tatsächliche Aktivität der Protease gemacht 
werden. 
 
Auch die lysosomale Cysteinprotease Cathepsin H fanden wir in MCF-7-Zellen 
exprimiert. Dies wurde bereits von verschiedenen Arbeitsgruppen beschrieben (Scaddan 
et Dufresne, 1993; Ishibashi et al., 1999). Gabrijelcic et al. fanden eine deutliche 
Erhöhung von Cathepsin H in Tumorgewebe im Vergleich zum Normalgewebe von 
Brustkrebspatienten (Gabrijelcic et al., 1992a). Dabei waren die Expressionslevel von 
Cathepsin H im Vergleich zu anderen Cathepsinen am höchsten (Gabrijelcic et al., 
1992b).  
Unter Einfluß von BMP-2 konnten wir sowohl im cDNA-Microarray als auch in der 
PCR eine reproduzierbare Herunterregulierung der Genexpression von Cathepsin H 
zeigen. Dies gilt wiederum nur für die 5-Stunden Werte. Nach 24-stündiger Inkubation 
waren keine Veränderungen mehr messbar. Über die biologische Wertigkeit dieser 
Ergebnisse kann hier keine Aussage getroffen werden, da wir mit Zelllinien arbeiten 
und daher ein Vergleich zwischen Tumor und Normalgewebe nicht möglich ist.  
 
Ein weiterer Schritt in der Tumorprogression ist die Verhinderung von Apoptose in 
Tumorzellen. Dabei sind Caspasen als proapoptotische Moleküle bekannt. 
Untersuchungen der Expressionlevel von Caspase 3 und 7 in Brustkrebszellen zeigten 




Zeichen der Tumoren (Grigoriev et al., 2002). Zhang et al. fanden kürzlich die 
Expression von Survivin in Brustkrebszellen erhöht. Dies ist ein neu identifizierter 
Apoptoseinhibitor, welcher den programmierten Zelltod durch Inhibition der Funktion 
von Caspase 3 und 7 blocken kann. Überexpression dieses Moleküls trägt zur 
Tumorgenese und –progression von Brustkrebs bei und indiziert eine schlechtere 
Prognose (Zhang et al., 2004). 
Im cDNA-Microarray konnten wir eine Runterregulierung von Caspase 7 nach 5-
stündiger Inkubation mit BMP-2 zeigen. Diese Ergebnisse konnten mit der PCR nicht 
bestätigt werden. Nach 24-stündiger Inkubation konnten weder im Proteasenchip noch 
in der PCR messbare Veränderungen festgestellt werden. Dennoch sprechen diese 
Ergebnisse, besonders vor dem Hintergrund der oben beschriebenen Literatur, 
zumindest für eine generelle Dysfunktion der spontanen Apoptose durch veränderte 
Expression der beteiligten Mediatoren.  
 
Die Gruppe der Integrine ist eine Familie von transmembranen Adhäsionsrezeptoren, 
welche aus nicht kovalent gebundenen α- und β- Untereinheiten bestehen. Generell 
kontrolliert die Integrinaktivierung die Zelladhäsion (Schwartz, 1995). Einzelne 
Moleküle sind dabei an einer Vielzahl von Schritten im Rahmen der Tumorprogression, 
wie zum Beispiel Zellwachstum, Differenzierung, Apoptose, Migration, Invasion, 
Angiogenese und damit Metastasierung, beteiligt (Brooks et al., 1994a+b; Fujita et al., 
1995; Pignatelli und Stamp, 1995; Liapis et al., 1996; Gasparini et al., 1998; Ruoslahti, 
1999; Byzova et al., 2000b; Morini et al., 2000; Felding-Habermann et al., 2001; 
Schwartz und Ginsberg, 2002; Arboleda et al., 2003; Berry et al., 2003; Rolli et al., 
2003; Chen et al., 2004; Karadag et al., 2004). Veränderte Expressionsmuster 
verschiedener Integrine und ihrer Adhäsionsmoleküle in invasiven Brusttumoren 
wurden bereits 1992 von Pignatelli et al. beschrieben (Pignatelli et al., 1992). 
Wir fanden in der Brustkrebszelllinie MCF-7 nach Inkubation mit BMP-2 
Veränderungen der Genexpression der Integrine ß 4 und ß 5.  
 
Integrin ß 4 ist ein Rezeptor für einige Mitglieder der Laminin-Familie und ist 
bevorzugt an der basalen Oberfläche der meisten Epithelien exprimiert, wo es zu den 




Integrin ß 4 in Tumorzellen im Vergleich zum normalen Brustgewebe und eine 
verminderte Migration von Brustkrebszellen durch Inhibition von Integrin ß 4 sind 
beschrieben (Shimizu et al., 2002; Lipscomb et al., 2003). In-vitro Assays mit 
transfizierter cDNA konnten eine Beteiligung von Integrin ß 4 an der Invasivität von 
Tumorzellen zeigen (Rabinovitz et Mercurio, 1996). Tagliabue et al. beschrieben eine 
Assoziation der Integrin ß 4 und korrespondierenden Laminin Expression mit einer 
schlechten Prognose von Brustkrebspatienten (Tagliabue et al., 1998). Eine Korrelation 
zwischen Integrin ß 4 Expression und Überlebenszeit von Brustkrebspatienten im Sinne 
eines prognostischen Indikators konnte nicht bestätigt werden (Berry et al., 2004). 
Jones et al. untersuchten 1997 erstmals die Wirkung von einem Wachstumsfaktor, TGF-
ß, auf Integrin ß4 und fanden einen anti-invasiven Effekt auf Brustkrebszelllinien durch 
erhöhte Genexpression von Integrin ß 4 (Jones et al., 1997).  
Wir fanden nach 5- und 24-stündiger Inkubation mit BMP-2 die Genexpression von 
Integrin ß 4 in der Zelllinie MCF-7 ebenfalls erhöht. Dies ließ sich im c-DNA-
Microarray und für die 5-Stunden-Werte auch in der PCR reproduzierbar nachweisen. 
Ob und inwiefern diese Erhöhung der mRNA-Expression von Integrin ß 4 eine anti-
invasive Wirkung hat, kann dabei nicht beurteilt werden. Allerdings ist die Resistenz 
von Brustkrebszellen gegen Apoptose abhängig von Integrin ß 4 (Weaver et al., 2002) 
und auch die Adhäsion von extrazellulärer Matrix in einigen Fällen eher der 
Tumorprogression als der Tumorinhibition zuträglich (Tani et al., 1997; Pfohler et al., 
1998). 
 
Eine Aktivierung von Integrin ß 5 durch den Wachstumsfaktor VEGF wurde von 
Byzova et al. beschrieben (Byzova et al., 2000a). Wir fanden eine Herunterregulierung 
der Genexpression von Integrin ß 5 nach 24-stündiger Inkubation mit BMP-2. Dies 
konnte in der PCR nicht bestätigt werden.  
Es kann keine abschließende Aussage über die Regulation von Integrinen unter Einfluß 
von BMP-2 getroffen werden. Aber die Ergebnisse weisen auf eine Veränderung des 
Expressionsmusters von Integrin ß 4 und ß 5 hin, welche eine Rolle in der 





Generell ließen sich vor allem Veränderungen der m-RNA-Expression der untersuchten 
Proteasen nach 5-stündiger Inkubation mit BMP-2 finden. Bis auf Integrin ß 5 im 
Proteasenchip ließen sich weder im Microarray noch in der PCR reproduzierbare 
Veränderungen nach 24-stündiger Inkubation mit BMP-2 finden. Aufgrund der 
biologischen Halbwertzeit von rekombinantem BMP-2 von 75 Minuten und vor dem 
Hintergrund der allein durch serumfreie Inkubation beschriebenen Veränderungen der 
Genexpression ist diese verminderte bzw. aufgehobene Wirkung von BMP-2 nach 24 
Stunden verständlich. 
 
Andere untersuchte Proteasen fanden wir im c-DNA-Microarray nicht verändert in ihrer 
Expression. 
 
Unter Einfluß von BMP-2 wurden bereits Veränderungen der Expression und Aktivität 
verschiedener MMPs (MMP 1 und MMP 9) und TIMPs (TIMP 1 und TIMP 3) in 
Osteoblasten (Varghese et Canalis, 1997), Präodontoblasten (Takiguchi et al., 1998) 
und Odontoblasten (Gazzerro et al., 1999; Palosaari et al., 2003) beschrieben. Dies 
konnten wir für die übereinstimmend untersuchten Proteasen MMP 1, MMP 9, TIMP 1 
und TIMP 3, in der Mammakarzinomzelllinie MCF-7 nicht zeigen. 
Die Expression von Collagenase 3 (MMP 13) wurde mit dem verwendeten 
Proteasenchip leider nicht untersucht. Allerdings konnte unsere Arbeitsgruppe bereits in 
früheren Untersuchungen eine verminderte Expression dieser Protease unter Einfluß 
von BMP-2 in der Brustkrebszelllinie MCF-7 zeigen. Dies bestärkt die in der Literatur 
beschriebene Herunterregulation von Collagenase 3 unter Einfluß von BMP-2 in 















Schlußfolgernd lässt sich sagen, dass BMP-2 in vitro die Invasivität und Migration von 
Brustkrebszellen steigert. Über die Beteiligung von Proteasen an diesen Prozessen 
können aufgrund der geringen Anzahl an Experimenten und der limitierten Anzahl an 
untersuchten Genen keine abschließenden Aussagen getroffen werden. Allerdings ist 
eine Dysregulation der untersuchten Proteasen unter Einfluß von BMP-2 auch vor dem 
Hintergrund der oben beschriebenen Literatur mehr als wahrscheinlich. In Bezug auf die 
klinische Relevanz dieser Ergebnisse hinsichtlich der Tumorprogression und 
Metastasierung von Brustkrebs müssen natürlich noch weitere Untersuchungen über 
Wirkungsweise und Funktion von BMP-2 und den regulierten Proteasen durchgeführt 
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Tab. 1: Daten der 
Einzelergebnisse der 
Transwell-Migrations-
assays der Zelllinien T-
47-D, BT-20, BT-474, 
MCF-7 und SK-BR-3 aus 
drei Versuchsreihen 




T-47-D 1. Versuch 2. Versuch 3. Versuch MW norm. 
1 ng BMP-2  65 27 223 15,5 
10 ng BMP-2 49 24 189 13 
50 ng BMP-2 26 32 250 14 
FCS 34 16 166 9 
NIH 3T3 4 1 70 1 
     
BT-20 1. Versuch 2. Versuch 3. Versuch MW norm. 
1 ng BMP-2  45 31 12 3 
10 ng BMP-2 68 21 18 4,1 
50 ng BMP-2 27 15 61 4,7 
FCS 42 22 77 6,3 
NIH 3T3 8 24 6 1 
     
BT-474 1. Versuch 2. Versuch 3. Versuch MW norm. 
1 ng BMP-2  29 9 22 6,4 
10 ng BMP-2 14 24 9 3,1 
50 ng BMP-2 9 11 20 2,9 
FCS 8 23 11 2,2 
NIH 3T3 2 45 5 1 
     
MCF-7 1. Versuch 2. Versuch 3. Versuch MW norm. 
1 ng BMP-2  60 31 21 1,9 
10 ng BMP-2 110 20 24 2,8 
50 ng BMP-2 86 40 33 2,8 
FCS 49 25 36 1,9 
NIH 3T3 17 27 18 1 
     
SK-BR-3 1. Versuch 2. Versuch 3. Versuch MW norm. 
1 ng BMP-2  12 17 183 0,5 
10 ng BMP-2 12 13 102 0,4 
50 ng BMP-2 17 30 137 0,6 
FCS 17 16 29 0,3 










Tab. 2: Daten der 
Einzelergebnisse der 
Transwell-Migrationsassays 
der Zelllinien T-47-D, BT-
20, BT-474, MCF-7 und SK-
BR-3 aus drei 
Versuchsreihen sowie die 
auf die Negativkontrolle 
(NIH 3T3) normierten 
Mittelwerte. 
 
T-47-D BMP-2 MW norm. FCS MW norm. SF MW norm. SK-BR-3 MW norm. 
1 1/2 h  - a 3   4       0   
1 1/2 h  - b 28 1,4 63 6   1 88 3,7 
1 1/2 h  - c 5   168       2   
2 h  - a 22   8   6   7   
2 h  - b 147 7,6 132 7,9 8 1 14 1,5 
2 h  - c 16   103   18   28   
2 1/2 h  - a 53   10       0   
2 1/2 h  - b 15 5 66 4   1 98 4,8 
2 1/2 h  - c 78   38       36   
         
BT-474 BMP-2 MW norm. FCS MW norm. SF MW norm. SK-BR-3 MW norm. 
1 1/2 h  - a 29   6      4   
1 1/2 h  - b 13 4,6 16 3,6 4 1 12 1,6 
1 1/2 h  - c 70   67       13   
2 h  - a 127   85   7   0   
2 h  - b 50 10,3 19 8,6 5 1 15 1,5 
2 h  - c 29   110   11   15   
2 1/2 h  - a 26   6      19   
2 1/2 h  - b 15 2,9 10 1,9  1  1,2 
2 1/2 h  - c 21   30       10   
 
Tab. 3: Daten der Einzelergebnisse der Boyden-Chamber-Invasionsassays der Zelllinien T-47-D, 
BT-474, BT-20, MCF-7 und SK-BR-3 aus drei Versuchsreihen (a, b und c) nach drei 
Auswertungszeitpunkten (1,5, 2 und 2,5 Stunden) sowie deren auf die Negativkontrolle (SF) 
normierten Mittelwerte. 
MCF - 7 1. Versuch  2. Versuch 3. Versuch MW norm. 
B 0,1 20 10 18 0,29 
B 1 21 4 22 0,28 
B 10 52 7 10 0,34 
B 50 26 9 22 0,34 
B 100 23 6 13 0,24 
B 200 31 4 42 0,48 
B 300 40 6 10 0,28 
FCS 26 6 49 0,53 
SK-BR-3 20 7 20 0,29 




Fortsetzung Tab. 3: 
 
         
BT-20 BMP-2 MW norm. FCS MW norm. SF MW norm. SK-BR-3 MW norm. 
1 1/2 h  - a 63   42       16   
1 1/2 h  - b 16 21,9 19 16,6   1 14 7 
1 1/2 h  - c 14   49       31   
2 h  - a 9   33   1   15   
2 h  - b 40 4,8 46 12,8 22 1 38 6,1 
2 h  - c 25   24   7   10   
2 1/2 h  - a 148   166       14   
2 1/2 h  - b 21 51,1 29 56,6   1 26 5,9 
2 1/2 h  - c 30   18       17   
         
MCF - 7 BMP-2 MW norm. FCS MW norm. SF MW norm. SK-BR-3 MW norm. 
1 1/2 h  - a     0       3   
1 1/2 h  - b 94 12,5 47 2,4     25 1,3 
1 1/2 h  - c 66   13       8   
2 h  - a 5   5   9   4   
2 h  - b 81 13,9 48 14,4 31 1 28 3,7 
2 h  - c 116   123   3   29   
2 1/2 h  - a 9   3       6   
2 1/2 h  - b 85 6,4 37 1,1     78 2,1 
2 1/2 h  - c 46   5       10   
         
SK-BR-3 BMP-2 MW norm. FCS MW norm. SF MW norm. SK-BR-3 MW norm. 
1 1/2 h  - a 9   17       2   
1 1/2 h  - b 31 8,3 5 7,4   1 5 2,5 
1 1/2 h  - c 2   16       18   
2 h  - a 107   216   1   19   
2 h  - b 40 42,7 12 76,3 2 1 13 8,8 
2 h  - c 6   42   6   6   
2 1/2 h  - a 12   7       1   
2 1/2 h  - b 79 17,4 6 4   1 147 25,3 
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Tab. 10: Tabellarische Darstellung der  quantitativen, mit dem Programm LabImage ermittelten 






Tab. 11: Tabellarische Darstellung der  quantitativen, mit dem Programm LabImage ermittelten 
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